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บทคดัย่อ 
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มาใชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลล ์ จากผลการศกึษาการสงัเคราะห ์exopolysaccharide (EPS) พบว่าระยะเวลาทีÉ
เหมาะสมในการตรงึเซลลบ์น EFB และ PF คอื 6 และ 8 วนั ตามลําดบั เมืÉอเปรยีบเทยีบระหว่างวสัดุ
ตรงึเซลลท์ั Êง  2  ชนิด  พบว่าเซลลต์รงึบน EFB และ PF สามารถลดปรมิาณฟีนอลทีÉความเขม้ขน้ 30 
มลิลกิรมัต่อลติรในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลวไดใ้กลเ้คยีงกนัคอื 98% ภายในเวลา  24  ชั Éวโมง อยา่งไรกต็าม
เซลลต์รงึบน EFB มอีตัราการย่อยสลายฟีนอลสงูกว่า เนืÉองจากวสัดุมคีวามเป็นรพูรุนสงู เซลลเ์กาะตดิ
ไดด้ ีลดขอ้จาํกดัในการแพรผ่า่นของสาร และดดูซบัฟีนอลน้อยจงึเลอืกเซลลต์รงึบน EFB มาทดสอบการ
กําจดัฟีนอลทีÉความเขม้ขน้ในช่วง 10 -5,000 มลิลกิรมัต่อลติร พบว่าทีÉความเขม้ขน้ตํÉากว่า 30 มลิลกิรมั
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ABSTRACT 
 
This research aims to develop an immobilized mixed of Methylobacterium sp. NP3 and 
Acinetobacter sp. PK on oil palm residues for phenol degradation in CFMM liquid medium and 
palm oil mill effluent (POME). The oil palm residues such as empty fruit bunch (EFB) and 
pericarp fiber (PF) were selected as immobilizing materials in this study. The results showed 
that the optimum incubation period for bacterial immobilization on EFB and PF were 6 and 8 
days, respectively. Comparing between these two immobilized bacteria, the phenol removal 
efficiencies were almost similar in which bacteria immobilized on EFB and PF were able to 
remove 98% of 30 mg/L phenol in liquid medium after 24 hr incubation. However, the bacteria 
immobilized on EFB provided higher phenol degradation rate and was selected as supporting 
material for further experiments, since its high porous structure could promote the attachment of 
bacteria as well as reduce mass transfer limitations and phenol adsorption on material. It was 
found that at lower phenol concentration than 30 mg/L, immobilized bacteria had lower 
degradation ability than those of suspended cells. Meanwhile the degradation ability of 
immobilized bacteria was greater at 30 mg/L or higher concentrations. The immobilized bacteria 
were later tested with POME contaminated with 30 mg/L phenols. Approximately 72% of 
phenols in POME was removed and 25% decolorization was obtained after immobilized 
bacteria were activated in CFMM containing phenol and acclimated in diluted POME, whereas 
non-activated and non-acclimated immobilized cells had lower removal efficiency of 35% after 7 
days incubation. Moreover, the immobilized bacteria could be repeatedly used at least 10 times 
both in CFMM and POME, and stored at 4 oC for 4 weeks with the comparable phenol removal 
efficiency comparing to the freshly prepared inoculums.  
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รปูทีÉ 11  เปอรเ์ซน็ตก์ารลดลงของส ีAlcian blue ทีÉ A606 แสดงการผลติ EPS ของเซลลแ์บคทเีรยี  36 
ระหวา่งการตรงึเซลลบ์น EFB และ PF เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมซึÉงเป็นวสัดุเพยีง 
 อยา่งเดยีวไมม่เีซลล ์
รปูทีÉ 12  การเกาะตดิของเซลลใ์นวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนัสอ่งโดย SEM     38 
 กาํลงัขยาย 3000x-10000x; เสน้ใยปาลม์นํÊามนั (a-b) และทะลายปาลม์นํÊามนั (c-d) 
รปูทีÉ 13  ปรมิาณฟีนอลทีÉเหลอืหลงัจากถูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB และ PF   39 
 เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม (วสัดุตรงึทีÉไมม่เีซลล)์ ใชค้วามเขม้ขน้ฟีนอล 
 เริÉมตน้  30 มลิลกิรมัต่อลติร 
 
 
 
 
 
 
 
 
ix 
สารบญัรปู (ต่อ) 
รปูทีÉ                               หน้า 
รปูทีÉ 14  ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของสดัสว่นเซลลต์รงึบน EFB      40 
 ต่ออาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว  CFMM 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v)   
 โดยมเีขม้ขน้ฟีนอล 30 มลิลกิรมัต่อลติร 
รปูทีÉ 15  ปรมิาณฟีนอลทีÉเหลอืหลงัจากถูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB    42 
 เปรยีบเทยีบกบัเซลลอ์สิระ (free cells) โดยทดลองทีÉความเขม้ขน้ฟีนอล  
 10 และ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ทีÉเวลา 24 ชั Éวโมง ความเขม้ขน้ฟีนอล  
 50 มลิลกิรมัต่อลติร ทีÉเวลา 72 ชั Éวโมง ความเขม้ขน้ฟีนอล  
 100 มลิลกิรมัต่อลติรทีÉเวลา 96 ชั Éวโมง และความเขม้ขน้ฟีนอล 500  
 และ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร ทีÉเวลา 120 ชั Éวโมง 
รปูทีÉ 16  คา่คงทีÉอตัราการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึบน EFB     43 
 และเซลลอ์สิระทีÉฟีนอลความเขม้ขน้ต่างๆ 
รปูทีÉ 17  ปรมิาณฟีนอลทีÉถูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB       45 
หลงัจากผา่นการใชง้านแลว้ 10 ครั ÊงในอาหารเลีÊยงเชืÊอ CFMM ทีÉเตมิฟีนอล 
รปูทีÉ 18  ลกัษณะการเปลีÉยนแปลงของพืÊนผวิ EFB และเซลลท์ีÉถูกตรงึ วเิคราะหด์ว้ยเทคนิค   46 
 SEM ทีÉกาํลงัขยาย 10000x-15000x; ก่อนการยอ่ยสลายฟีนอล (a) และหลงัการนํากลบั 
 มาใชย้อ่ยสลายฟีนอลซํÊาจาํนวน 5 ครั Êง (b) 
รปูทีÉ 19  ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์   47 
 ของเซลลต์รงึบน EFB โดยการแปรผนัปรมิาณของเซลลต์รงึทีÉสดัสว่นต่างๆ 
รปูทีÉ 20  ปรมิาณฟีนอลทีÉถูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB      53 
 ทีÉผา่นการใชซ้ํÊาจาํนวน 10 ครั Êง ในนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์   
รปูทีÉ ข.1  คา่คงทีÉอตัราการยอ่ยฟีนอลของเซลลต์รงึบน EFB      69 
 ทีÉความเขม้ขน้ฟีนอล 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร 
 
 
 
 
1 
 
1. บทนํา 
 ฟีนอลเป็นสารเคมทีีÉนํามาใชก้นัอยา่งแพรห่ลายในอุตสาหกรรมหลายชนิด  เช่น ในอุตสาหกรรม
การผลิตยารกัษาโรค อุตสาหกรรมสกดันํÊามนัมะกอก อุตสาหกรรมผลิตเรซนิ อุตสาหกรรมกระดาษ 
ฟอกเยืÉอกระดาษ อุตสาหกรรมฟอกหนงั และอุตสาหกรรมปิโตรเลยีม (Leitao et al., 2007) ฟีนอลเป็น
สารทีÉมคีวามเป็นพษิต่อมนุษย์และสิÉงมชีวีติในระบบนิเวศน์ แมใ้นปรมิาณความเขม้ขน้เพยีงเล็กน้อย 
(Van-Schie and Young, 2000; Ahmaruzzaman, 2008) ฟีนอลเป็นสารพษิชนิดหนึÉงทีÉถูกกําหนดอยูใ่น 
priority pollutants ของ USEPA (U.S. Environmental Protection Agency) โดย USEPA ไดก้ําหนดค่า
มาตรฐานคุณภาพนํÊาทิÊงจากอุตสาหกรรมใหม้ปีรมิาณฟีนอลสงูสุดไมเ่กนิ 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร นอกจาก
อุตสาหกรรมดงักล่าวขา้งตน้ ยงัพบปญัหาการปนเปืÊอนของฟีนอลในนํÊาทิÊงจากโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ 
ซึÉงเป็นอุตสาหกรรมหลกัทีÉสําคญัในภาคใต้ โดยฟีนอลเป็นสารประกอบอยู่ในผลของปาล์มนํÊามนั เมืÉอ
ผา่นกระบวนการนึÉงฆา่เชืÊอในการสกดันํÊามนัปาลม์แบบใชนํ้Êาหรอืแบบมาตรฐานฟีนอลจงึถูกสกดัออกมา
ปนเปืÊอนในนํÊาเสยี นอกจากนีÊฟีนอลยงัเป็นสารตวักลางทีÉเกดิจากการย่อยสลายลกินินผ่านกระบวนการ 
wet oxidation (Kongjan et al., 2010) จากการศกึษาทีÉผา่นมาพบการปนเปืÊอนของสารประกอบฟีนอล
ในนํÊาทิÊงจากอุตสาหกรรมสกดันํÊามนัปาลม์ในระดบัความเขม้ขน้แตกต่างกนัตั Êงแต่ 5 ถงึ 1,200 มลิลกิรมั
ต่อลติร (ธรรมศกัดิ Í ศรสีุขใส, 2547; Alam et al., 2009; Cordova-Rosa et al., 2009) ซึÉงความเขม้ขน้
ของสารประกอบฟีนอลทีÉพบมปีรมิาณสูงกว่าค่ามาตรฐานคุณภาพนํÊาทิÊงอุตสาหกรรม ตามประกาศ
กระทรวงวทิยาศาสตรเ์ทคโนโลยแีละสิÉงแวดลอ้ม ฉบบัทีÉ 3 (พ.ศ.2539)  กาํหนดไวไ้มเ่กนิ 1 มลิลกิรมัต่อ
ลติร อกีทั ÊงอุตสาหกรรมสกดันํÊามนัปาล์มยงัมกีารปล่อยของเสยีปรมิาณมากในรูปของวสัดุเศษเหลอืทีÉ
เกดิจากกระบวนการสกดันํÊามนั เช่น  ทะลายปาลม์เปล่า (Empty fruit  bunches: EFB) เสน้ใยปาลม์
นํÊามนั (Pericarp fiber: PF) ดงันั Êนจงึมคีวามจาํเป็นในการพฒันาวธิกีารบาํบดัฟีนอลออกจากนํÊาทิÊงพรอ้ม
ทั Êงศกึษาทางเลอืกในการใชป้ระโยชน์จากวสัดุเศษเหลอืของโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ 
 
 วธิกีารบาํบดัฟีนอลทางชวีภาพนบัเป็นวธิทีีÉมปีระสทิธภิาพสามารถยอ่ยสลายสารมลพษิไดอ้ยา่ง
สมบูรณ์ ประหยดั และเป็นมติรต่อสิÉงแวดลอ้ม (Banerjee et al., 2001) เมืÉอเปรยีบเทยีบกบัวธิกีาร
บาํบดัทางกายภาพและเคม ีอยา่งไรกต็ามจากรายงานทีÉผา่นมาพบว่าจุลนิทรยีอ์สิระ (Suspended cells) 
สามารถทนต่อความเขม้ขน้ของฟีนอล หรอืสารมลพษิอืÉน ๆ ทีÉปนเปืÊอนในนํÊาเสยีไดท้ีÉความเขม้ขน้ตํÉา 
(Ruiz-Ordaz et al., 2001) จงึทาํใหป้ระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายสารมลพษิลดลง งานวจิยันีÊจงึสนใจนํา
เซลลต์รงึมาใชใ้นการบาํบดัฟีนอลทีÉปนเปืÊอนในนํÊาเสยี เนืÉองจากเซลลต์รงึมคีวามทนทานต่อความเขม้ขน้
ของสารพิษทีÉปนเปืÊ อนในนํÊ าเสีย และมีอัตราการอยู่รอดสูงแม้ในสภาวะแวดล้อมทีÉไม่เหมาะสม 
(Obuekwe et al., 2001) ทั ÊงนีÊเลอืกใชก้ารตรงึเซลลแ์บคทเีรยีบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนั ไดแ้ก่ EFB 
และ PF ซึÉงเป็นทางเลอืกหนึÉงในการนําของเสยีมาใชป้ระโยชน์และยงัเป็นการกําจดัของเสยีอกีทางหนึÉง
ดว้ย นอกจากนีÊการนําวสัดุเศษเหลอืจากอุตสาหกรรมสกดันํÊาปาล์มมาใช้เป็นวสัดุตรงึ ยงัเป็นการลด
คา่ใชจ้่ายในการสั ÉงซืÊอสารเคม ีหรอืการสงัเคราะหว์สัดุตรงึทีÉมรีาคาแพง และลดความเสีÉยงจากความเป็น
พษิของสารเคมทีีÉใชใ้นการสงัเคราะหว์สัดุตรงึ รวมทั Êงยงัสามารถนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้ํÊาได ้ซึÉงช่วยลด
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ระยะเวลา และค่าใช้จ่ายในการเตรยีมหวัเชืÊอใหม่ เพืÉอเป็นแนวทางในการศึกษาพฒันาเทคโนโลยทีีÉ
เหมาะสม มปีระสทิธภิาพ งา่ย ราคาถูก และสามารถนําไปประยกุตใ์ชใ้นการบาํบดัสารฟีนอลออกจากนํÊา
เสยีและนํÊาทิÊงจากภาคอุตสาหกรรมต่อไป 
 
2. วตัถปุระสงคข์องงานวิจยั 
 1. เพืÉอศกึษาวธิกีารตรงึเชืÊอผสม Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 บน
วสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนั 
 2. เพืÉอศกึษาประสทิธภิาพของเชืÊอผสม Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. 
PK1 ทีÉตรงึบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนัในการยอ่ยสลายฟีนอลในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว และนํÊาทิÊงจาก
โรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ 
 
3. ขอบเขตการวิจยั 
 งานวจิยันีÊศกึษาวธิกีารตรงึเซลล์แบคทเีรยี ซึÉงใชแ้บคทเีรยีเชืÊอผสม Methylobacterium sp. 
NP3และ Acinetobacter sp. PK1 โดยตรงึบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนั 2 ชนิด ไดแ้ก่ ทะลายปาลม์
นํÊามนัและเสน้ใยปาลม์นํÊามนั ศกึษาลกัษณะพืÊนผวิของวสัดุและการเกาะตดิของจุลนิทรยีใ์นวสัดุตรงึดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (Scanning Electron Microscope : SEM) รวมทั Êงศกึษา
ระยะเวลาทีÉเหมาะสมในเกาะตดิของเซลลบ์นวสัดุตรงึ ดว้ยการวเิคราะหก์ารผลติ exopolysaccharide 
ของแบคทเีรยีศกึษาประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว เพืÉอคดัเลอืกวสัดุตรงึ
เซลลท์ีÉสามารถยอ่ยสลายฟีนอลไดด้ทีีÉสุด นําเซลลต์รงึบนวสัดุทีÉคดัเลอืกไดไ้ปศกึษาผลของความเขม้ขน้
ของฟีนอลต่อประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอล รวมทั Êงศกึษาประสทิธภิาพของเซลล์ตรงึในการย่อย
สลายฟีนอลในนํÊาทิÊงจากโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ โดยศกึษาผลของการกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอลและ
การปรบัตวัของเซลลต์รงึในนํÊาทิÊงทีÉเจอืจางก่อนนําไปใชง้าน และการนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้ํÊา 
 
4. การตรวจเอกสารและงานวิจยัทีÉเกีÉยวข้อง 
 
 4.1 แหล่งกาํเนิดฟีนอล 
 ฟีนอล และอนุพันธ์ของฟีนอล เป็นสารมลพิษหรือสารเคมีอันตรายทีÉพบในนํÊ าเสียของ
อุตสาหกรรมหลายประเภท เช่น โรงกลั Éนปิโตรเลยีม โรงงานปิโตรเคม ีโรงงานถ่านหนิ โรงงานผลิต
นํÊามนัมะกอก โรงงานผลติถ่านหนิ (Aksu, 2005;  Yan et al., 2006; Bai et al., 2007) สารกําจดั
ศตัรูพชื อุตสาหกรรมผลติยา เยืÉอกระดาษ อุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรมสเีคลอืบเงา และอืÉน ๆ 
(Rao and Viraraghavan, 2002; Aleksieva et al., 2002; Jung et al., 2001; Diez et al., 1999) ซึÉง
มกัจะมฟีีนอลปนเปืÊอนในความเขม้ขน้ตั Êงแต่ 1 มลิลกิรมัต่อลติร ถงึหลายรอ้ยมลิลกิรมัต่อลติร (Prieto et 
al., 2002; Shetty et al., 2007; Nair et al., 2007; Pan and Kurumada, 2008) (ตารางทีÉ 1) 
นอกจากนั ÊนยงัพบการปนเปืÊอนของฟีนอลในนํÊาทิÊงจากอุตสาหกรรมสกดันํÊามนัปาล์มความเข้มข้น
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แตกต่างกนัตั Êงแต่ 5 ถงึมากกวา่ 1,000 มลิลกิรมัต่อลติร (ธรรมศกัดิ Íศร ีสุขใส, 2547; Alam et al., 2009; 
Cordova-Rosa et al., 2009) เมืÉอโรงงานอุตสาหกรรมปล่อยนํÊาทิÊงสูส่ ิÉงแวดลอ้ม อาจสง่ผลกระทบต่อ
มนุษย์ พชืและสตัว์ เช่นเดียวกนัเมืÉอมนุษย์กินสตัว์และพชืทีÉมฟีีนอลปนเปืÊอน อาจทําให้เกิดอาการ
คลืÉนไส ้อาเจยีน อมัพาตหรอือาจเสยีชวีติจากการลม้เหลวของระบบทางเดนิหายใจ หรอืหวัใจหยุดเต้น 
ดงันั Êนจงึมคีวามจําเป็นต้องกําจดัฟีนอลใหต้ํÉากว่าเกณฑม์าตรฐานคุณภาพนํÊาทิÊงก่อนปล่อยออกสู่แหล่ง
นํÊาธรรมชาต ิ 
 
ตารางทีÉ 1  ความเขม้ขน้ของฟีนอลในนํÊาเสยีจากอุตสาหกรรมต่าง ๆ 
 
อตุสาหกรรม ความเข้มข้นฟีนอล 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 
อ้างอิง 
เยืÉอกระดาษและกระดาษ 268 Sharma and Gupta (2012) 
 
สิÉงทอ 12.3 Kunz et al. (2001) 
นํÊามนัมะกอก 3000-10,000 Knupp et al. (1996); Robards 
and Ryan (1998) 
 
ถ่านหนิ 4-4780 Parkhurst et al. (1979) 
ผลติเรซนิ 1200->10,000 Patterson (1985);   
Kavitha and Palanivelu (2004) 
 
กลั ÉนนํÊามนัปิโตรเลยีม 33.5 Pfeffer (1979) 
สกดันํÊามนัปาลม์ >1000 Alam et al. (2009) 
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 4.2 คณุสมบติัทางกายภาพ-เคมี และความเป็นพิษของฟีนอล 
 ฟีนอลเป็นสารกึÉงของแขง็ทีÉปราศจากส ีมกีลิÉนฉุนเฉพาะตวั เมืÉอละลายนํÊาแล้วมฤีทธิ Íเป็นกรด
อ่อน อาจเรยีกว่า กรดคารบ์อลกิ ฟีนอลละลายไดด้ใีนเอทานอล ไดเอทลิอเีทอรแ์ละคลอโรฟอรม์ ซึÉงมี
คุณสมบตัทิางกายภาพ-เคม ีดงัตารางทีÉ 2  
 
ตารางทีÉ  2  คุณสมบตัทิางกายภาพ-เคมขีองฟีนอล 
 
คณุสมบติั                              ค่า 
สตูรโมเลกุล 
 
สตูรโครงสรา้ง 
 
นํÊาหนกัโมเลกุล (กรมัต่อโมล)  
จุดเดอืด (˚C)  
จุดหลอมเหลว (˚C) 
ความสามารถในการละลายนํÊา (r.t.) 
คา่การแตกตวัของกรด (pKa) 
ความสามารถในการตดิไฟในอากาศ 
(vol%) 
จุดวาบไฟ (˚C) 
อุณหภมูทิีÉสารลุกตดิไฟไดเ้อง(˚C) 
                    C6H5OH 
                         
                    94.11 
                    40.9 
                  181.75 
                    9.3 g phenol/100 ml H2O 
                   9.89 
                   1.7 (ตํÉาสดุ)  
                   8.6 (สงูสดุ) 
                   79 (closed cup) 
                  715 
 
ทีÉมา: Busca et al. (2008) 
 
   ฟีนอลมคีวามเป็นพษิต่อสิÉงมชีวีติทุกชนิดและต่อระบบนิเวศน์ ในระดบัความเขม้ขน้ฟีนอลตํÉา
หรอืเจอืจางมากๆ จะมผีลยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยี (Shetty et al., 2007) และในระดบัความ
เขม้ขน้ทีÉเพิÉมขึÊนรอ้ยละ 2-5 จะมฤีทธิ Íในการฆา่เชืÊอจุลนิทรยีใ์นทนัท ีถา้ความเขม้ขน้ฟีนอลเพิÉมสงูขึÊน จะ
ทาํใหเ้ซลลจุ์ลนิทรยีแ์ตก โปรตนีในเซลลต์กตะกอน ยบัยั Êงการทาํงานของเอนไซม ์ทาํลายโครงสรา้งของ
เซลล์ ทําใหก้ารผ่านเขา้ออกของสารในเซลล์ผดิปกต ิเป็นสาเหตุสําคญัทีÉทําใหเ้ซลล์จุลนิทรยีต์าย (นง
ลกัษณ์ สุวรรณพนิิจและคณะ, 2547; Seymour, 2001) สาํหรบัมนุษยเ์มืÉอฟีนอลโดนผวิหนงัจะถูกดดูซมึ
ไดอ้ยา่งรวดเรว็ หากสมัผสัรา่งกายจะเกดิการกดักรอ่นเนืÊอเยืÉออยา่งรุนแรง และเมืÉอเขา้สูร่า่งกายจะมผีล
ต่อตบั ไต ปอด และระบบเลอืด อาจทาํใหถ้งึแก่ชวีติได ้(Busca et al., 2008) ความเขม้ขน้ของฟีนอลสงู
กว่า 50 ppb มคีวามเป็นพษิต่อสตัว ์พชื และสิÉงมชีวีติทีÉอยูใ่นนํÊา และหากมนุษยก์ลนื กนิฟีนอล 1 กรมั 
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ทาํใหเ้สยีชวีติได ้(Seetharam and Saville, 2003) และทีÉระดบัความเขม้ขน้ฟีนอลระหว่าง 10 และ 240 
มลิลกิรมัต่อลติร ถา้บรโิภคฟีนอลอยา่งต่อเนืÉองเป็นเวลานาน อาจทาํใหท้อ้งเสยี ปสัสาวะมสีเีขม้ (Barker 
et al., 1978) ทั ÊงนีÊฟีนอลยงัมผีลต่อระบบประสาท และอวยัวะทีÉสาํคญั เช่น มา้ม ตบัอ่อน และไต 
(Manahan, 1994) นอกจากนีÊสารประกอบฟีนอลยงัส่งผลกระทบต่อความหลากหลายทางชวีภาพของ
สิÉงมชีวีติในระบบนิเวศน์ (Gonzalez et al., 1990) 
 
 4.3 อตุสาหกรรมสกดันํÊามนัปาลม์ 
 อุตสาหกรรมการสกดันํÊามนัปาล์มเป็นหนึÉงในอุตสาหกรรมทีÉก่อใหเ้กดิรายได ้ และการจา้งงาน
ในภาคใต้ของประเทศไทย และมคีวามสําคญัต่อเศรษฐกจิของประเทศ ซึÉงมกีารขยายตวัอย่างรวดเรว็
และมกีารเพาะปลูกเพิÉมมากขึÊน จากขอ้มูลการสํารวจในปี พ.ศ.2551 พบว่ามพีืÊนทีÉปลูกปาล์มนํÊามนั
รวมทั Êงประเทศประมาณ 2,834,600 ไร่ (ศูนยว์จิยัปาลม์นํÊามนัสุราษฎรธ์านี, 2551) และมโีรงงานสกดั
นํÊามนัปาล์มทั Êงหมดจํานวน 66 โรงงาน (กรมส่งเสรมิสหกรณ์, 2555) กระบวนการสกดันํÊามนัปาล์ม
สามารถแบ่งตามการผลติได ้2 แบบ คอื 1) การผลติแบบมาตรฐานหรอืแบบใชนํ้Êา และ 2) การผลติแบบ
ไมใ่ชนํ้Êาหรอืแบบแหง้ ซึÉงกระบวนการทั Êง 2 แบบก่อใหเ้กดิวสัดุเศษเหลอืจาํนวนมาก เช่น ทะลายปาลม์
เปล่า (empty fruit bunch) กะลาผลปาลม์ (palm shell) เสน้ใยปาลม์ (pericarp fiber) และกากเนืÊอปาลม์ 
(palm kernel cake) (รปูทีÉ 1) นอกจากนั ÊนการสกดันํÊามนัปาลม์แบบมาตรฐานมกีารใชนํ้Êาในการผลติมาก 
มรีายงานว่ากระบวนการสกดันํÊามนัปาลม์ดบิ 1 ตนัตอ้งการใชนํ้Êา 5 – 5.7 ตนั และนํÊาทีÉใชใ้นการผลติ
มากกว่ารอ้ยละ 50 กลายเป็นนํÊาทิÊง (palm oil mill effluent, POME) (Wu et al., 2009) ปรมิาณนํÊาทิÊง
สว่นใหญ่มาจากขั Êนตอนการอบทะลายปาลม์ในรปูนํÊาทิÊงจากหมอ้นึÉงฆา่เชืÊอ (sterilizer condensate) และ
นํÊาทิÊงจากเครืÉองดแีคนเตอร ์(decanter effluent) นํÊาทิÊงจากหมอ้นึÉงฆ่าเชืÊอมปีระมาณ 200 ลติรต่อ 10 
ตนัทะลายปาลม์  (พนูสุข ประเสรฐิสรรพแ์ละคณะ, 2533) โดยในนํÊาทิÊงจะประกอบดว้ย BOD, COD, 
ของแขง็แขวนลอย, นํÊามนั และไขมนั (oil and grease) ในปรมิาณสงู (ตารางทีÉ 3) และพบว่านํÊาเสยีจาก
โรงงานสกดันํÊามนัปาล์มมคีวามเขม้ขน้ของสารอนิทรยีส์ูง เช่น รงควตัถุพวกแอนโทไซยานิน แคโรทนี 
แทนนิน สารประกอบพวกเมลานอยดนิ สารประกอบพวกกมั และโพลฟีีนอล เป็นตน้ (พนูสุข ประเสรฐิ
สรรพแ์ละคณะ, 2544) ซึÉงเป็นรงควตัถุทีÉทาํใหนํ้ÊาทิÊงมสีนํีÊาตาลเขม้ถงึนํÊาตาลปนดาํ ทั ÊงนีÊฟีนอลและสารทีÉ
เป็นอนุพนัธข์องฟีนอลเป็นสารทีÉพบเป็นองคป์ระกอบอยูใ่นผลปาลม์ปรมิาณ 0.006  มลิลกิรมัต่อลติรต่อ
กรมัผลปาล์ม เมืÉอผ่านกระบวนการนึÉงฆ่าเชืÊอผลปาล์มทีÉใชค้วามรอ้นและความดนัสูง จะเกดิการยบัยั Êง
การทํางานของเอนไซม ์polyphenol oxidase เป็นผลใหฟี้นอลไมถู่กย่อยสลายและปนเปืÊอนออกมากบั
นํÊาทิÊงจากกระบวนการสกดันํÊามนัปาลม์ (Sundram et al., 2003) นอกจากนีÊฟีนอลยงัเป็นสารตวักลางทีÉ
เกดิจากการยอ่ยสลายลกินินผา่นกระบวนการ wet oxidation อกีดว้ย (Kongjan et al., 2010) 
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หมายเหตุ * วสัดุทีÉนํามาใชต้รงึเซลล ์
รปูทีÉ 1 กระบวนการสกดันํÊามนัปาลม์ 
ทีÉมา: ดดัแปลงจากพนูสขุ ประเสรฐิสรรพ ์และคณะ (2533) 
 
แยกเส้นใย 
*ทะลายเปลา่
ปาล์มนํ Êามนั 
ทะลายทีÉยงัมีผลปาล์มตดิอยู ่
บอ่ดกัไขมนั 
ทะลายปาล์ม 
อบด้วยไอนํ Êา     
แยกผลปาล์มออกจาก
นํ Êาทิ Êงจากหม้อฆา่เชื Êอ
นํ Êา  นํ Êามนั 
ผลปาล์ม 
ยอ่ยผล
หีบนํ Êามนัปาล์ม 
*เส้นใย 
กากผลปาล์ม นํ Êามนัจากสว่นเปลือก 
เพาะเห็ด/
เชื Êอเพลงิโรงงาน 
เมลด็ 
อบ
เมลด็แห้ง 
เครืÉองสกดัแยกนํ Êามนั  
(Decanter) 
นํ Êา  สลดั นํ Êามนัปาล์มดบิ 
บอ่รวบรวมนํ Êาเสีย  สวนปาล์ม
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ตารางทีÉ 3  คณุลกัษณะนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ 
 
พารามิเตอร ์ ค่า 
Temperature (°C) 80-90 
pH 4.7 
Biochemical Oxygen Demand BOD3; 3days at 30 °C 
(mgL-1) 
25,000 
Chemical Oxygen Demand (mgL-1) 50,000 
Total Solids (T.S) (mgL-1) 40,500 
Total Suspended Solids (T.S.S) (mgL-1) 18,000 
Total Volatile Solids (T.V.S ) (mgL-1) 34,000 
Oil and Grease (O&G) (mgL-1) 4,000 
Ammonia-Nitrate (NH-N)(mgL-1) 35 
Total Kjeldahl nitrogen (TKN) (mgL-1) 750 
ทีÉมา : Rupani et al. (2010) 
 
สําหรบัวสัดุเศษเหลอืในรูปของแขง็ เช่น ทะลายเปล่า และเสน้ใยปาล์มนํÊามนั (รูปทีÉ 2) มกีาร
ผลติประมาณ 40×106 ตนัต่อปี โดยมกีารนําวสัดุเศษเหลอืไปเป็นเชืÊอเพลงิในหมอ้นึÉงไอนํÊา (Alam et al., 
2007) นอกจากนั Êนยงัมกีารนําไปใชป้ระโยชน์ในดา้นอืÉนดว้ย เชน่ การเพาะเหด็ หมกัปุ๋ ย เป็นตน้ ทั ÊงนีÊใน
วสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนัพบปรมิาณสารอาหารต่างๆ ดงัแสดงในตารางทีÉ 4 
 
          
             (a)     (b) 
 
รปูทีÉ 2 วสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนั (a) ทะลายเปล่าปาลม์นํÊามนั (b) เสน้ใยปาลม์นํÊามนั 
ทีÉมา : ดดัแปลงจาก Sridhar et al. (2009) 
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ตารางทีÉ  4 ปรมิาณสารอาหารโดยเฉลีÉยในวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนั  
 
วสัดเุศษ
เหลือ 
Water content  
   (%) 
N 
 
P 
 (kg/tdry residue ) 
K 
 
Mg 
 
EFB 60 8   0.6     24.1     1.8 
PF 20 23   0.1       2     0.4 
 
ทีÉมา : Bureau of Industrial Environment Technology, Department of Industrial Works and  
Ministry of Industry (1997) 
 
 งานวจิยันีÊสนใจนําวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนัจากกระบวนการสกดันํÊามนัปาลม์ 2 ชนิด ไดแ้ก่ 
ทะลายปาลม์นํÊามนั และเสน้ใยปาลม์นํÊามนั ใชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลลแ์บคทเีรยี โดยเป็นทางเลอืกหนึÉงในการ
นําของเสยีมาใชป้ระโยชน์และยงัเป็นการกําจดัของเสยีอกีทางหนึÉงดว้ย นอกจากนีÊการนําวสัดุเหลอืใช้
จากอุตสาหกรรมสกดันํÊาปาล์มมาใชเ้ป็นวสัดุตรงึ ยงัเป็นการลดค่าใชจ้่ายในการสั ÉงซืÊอสารเคมเีพืÉอการ
สงัเคราะหว์สัดุตรงึทีÉมรีาคาแพง  
 
 4.4 กระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพของฟีนอล 
 การย่อยสลายทางชวีภาพของฟีนอลโดยจุลนิทรยี์สามารถเกดิขึÊนไดภ้ายใต้สภาวะทีÉมอีากาศ  
(aerobic condition)  และไม่มอีากาศ  (anaerobic condition) แต่โดยทั Éวไปพบว่ากระบวนการย่อย
สลายฟีนอลภายใตส้ภาวะทีÉมอีากาศเกดิขึÊนไดอ้ย่างแพร่หลายมากกว่า  (Melo et al., 2005) ทั ÊงนีÊ
เนืÉองจากฟีนอลสามารถยบัยั Êงกระบวนการย่อยสลายสารมลพษิของจุลนิทรยีช์นิดทีÉไม่ใชอ้ากาศไดง้่าย 
(Grady et al., 1999) ซึÉงกระบวนการยอ่ยสลายฟีนอลภายใตส้ภาวะทีÉมอีากาศพบได ้2 วถิ ีคอื วถิเีมทา 
(meta-pathway) และวิถีออโท (ortho-pathway) โดยเริÉมต้นจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิจิเนชั Éน 
(oxygenation) โดยเอนไซมฟี์นอล ไฮดรอกซเิลส (phenol hydroxylase) เปลีÉยนฟีนอลใหอ้ยู่ในรปูของ
สารตวักลาง คอื เคตคิอล (catechol) จากนั Êนจะเขา้สูป่ฏกิริยิาการแตกวงของเคตคิอล (ring cleavage) 
หากยอ่ยสลายผา่นวถิเีมทาไดส้ารตวักลางคอื 2-ไฮดรอกซมิโูคนิคเอซคิ (2-hydroxymuconic acid) โดย
เอนไซมเ์คตคิอล 1,2 ไดออกซจิเีนส (1,2-dioxygenase) หรอืผา่นวถิอีอโธไดส้ารตวักลางเป็น ซสิ-ซสิมู
โคนิคเอซดิ (cis,cis-muconic acid) โดยเอนไซมเ์คตคิอล 2,3 ไดออกซจิเีนส (2,3 dioxygenase) ดงั
แสดงในรปูทีÉ 3 ก่อนจะเขา้สูว่ฏัจกัร Krebs และเมทาบอลซิมึทั ÉวไปของสิÉงมชีวีติ (Van-Schie และ Yung, 
2000)  ในการยอ่ยสลายทางชวีภาพทีÉสมบูรณ์ไดส้ารประกอบอยา่งงา่ย เช่น CO2, H2O และสารอนินท
รยีอ์ืÉนๆ (Nair et al., 2008)  
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                               (a)            (b) 
 
รปูทีÉ 3 วถิกีารยอ่ยสลายฟีนอล (a) วถิอีอโท (Ortho-Pathway) (b) วถิเีมทา (Meta-Pathway) 
ทีÉมา : Van-Schie และ Yung  (2000) 
 
 4.5 แบคทีเรียทีÉสามารถย่อยสลายฟีนอล 
 ฟีนอลเป็นสารพษิทีÉยบัยั Êงการทํางานของจุลนิทรยี ์โดยเฉพาะในระดบัความเขม้ขน้ฟีนอลสงู ๆ 
ซึÉงมจุีลนิทรยี์หลายชนิดทีÉไวต่อสารนีÊ อย่างไรก็ตามจุลินทรยี์หลายชนิดทีÉมคีวามสามารถในการย่อย
สลายและมคีวามทนทานต่อฟีนอล จากรายงานทีÉผ่านมาพบว่าแบคทเีรยี รา และยสีต์ สามารถย่อย
สลายฟีนอลได ้ซึÉงจุลนิทรยีเ์หล่านีÊใชฟี้นอลเป็นแหล่งคารบ์อนและพลงังานในการเจรญิ ตารางทีÉ 5 แสดง
ตวัอย่างจุลนิทรยีท์ีÉสามารถย่อยสลายฟีนอลไดซ้ึÉงคดัแยกจากสิÉงแวดลอ้ม ไดแ้ก่ จนีัส Acinetobacter, 
Candida และ Pseudomonas เป็นตน้ 
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ตารางทีÉ 5 จุลนิทรยีท์ีÉสามารถยอ่ยสลายฟีนอล 
  
จลิุนทรีย ์ แหล่งทีÉมาของจลิุนทรีย ์ เอกสารอ้างอิง 
Pseudomonas Putida 
 
Wastewater treatment plant Movahedyan et al. (2009) 
Candida parapsilopsis 
 
Industrial chemistry effluent Rigo and Alegre (2004) 
ESDSPB1, ESDSPB2 
 and ESDSPB3 
 
Coke processing wastewater Chakraborty et al. (2010) 
Acinetobacter, Kelibsiella, 
Citrobacter, 
Pseudomonas and 
Shigella 
 
Lake Parishan Kafilzadeh et al. (2010) 
Streptococcus epidermis 
 
Oil contaminated soil Mohite et al. (2010) 
Proteobac teria PH002 East River, New York, N.Y. Van-Schie et al. (1998) 
Azoarcus CR23 Rain forest, Costa Rica 
Thauera FL05 Orange grove, Florida 
 
RWC-Cr1 and ISC-Tra 
 
Wastewater treatment plant 
and industrial oil-
contaminated soil. 
 
 
Mailin and Firdausi (2006) 
Candida tropicalis and 
Alcaligenes faecalis 
 
Amazonian rain forest soil Bastos et al. (2000) 
Acinetobacter Activated sludge Hao et al. (2002) 
Rhizosphere of duckweed Yamaga et al. (2010) 
Wastewater treatment plant 
at Alexandria, Egypt 
Abd-El-Haleem et al. 
(2002) 
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4.6  แบคทีเรียสกลุ Methylobacterium และ Acinetobacter 
 แบคทเีรยีสกุล Methylobacterium มลีกัษณะโคโลนีเป็นสชีมพูเขม้ จดัเป็นแบคทเีรยีประเภท 
facultative methylotrophs ทีÉสามารถเจรญิเตบิโตไดง้า่ยและพบในสิÉงแวดลอ้มโดยทั Éวไป เช่น ในดนิและ
เนืÊอเยืÉอพชื (Aken et al., 2004; Lidstrom and Chistoserdova, 2002) ทั ÊงนีÊพบไดง้า่ยบรเิวณราก 
(rhizosphere) และในตน้พชื (endosphere) ทีÉมคีวามสามารถในการดูดซบัหรอืบําบดัสารมลพษิ 
(Dourado et al., 2011) แบคทเีรยีชนิดนีÊสามารถใชส้ารอนิทรยีเ์ป็นแหล่งคารบ์อนในการเจรญิเตบิโตได้
หลายชนิด เช่น เมทานอล (methanol ) และเมทิลเอมีน (methylamine) รวมทั Êง C2, C3 และ C4 
(Lidstrom and Chistoserdova, 2002) นอกจากนั ÊนมรีายงานการนําแบคทเีรยีชนิดนีÊมาใชใ้นการบําบดั
สารมลพษิต่างๆ ในสิÉงแวดลอ้ม เช่น  Cyanide, formamide, formaldehyde และ phenol เป็นตน้ ดงั
ตวัอยา่งแสดงในตารางทีÉ 6 
 
ตารางทีÉ  6 การยอ่ยสลายสารมลพษิโดยแบคทเีรยีสกุล  Methylobacterium  
 
สายพนัธุแ์บคทีเรีย สารมลพิษทีÉย่อย
สลาย 
อ้างอิง 
Methylobacterium sp. RXM CCMI 
908 
Methylobacterium organophilum  
DSMZ 760 
Methylobacterium mesophilicum Sr 
 
Methylobacterium sp. MF1 
Methylobacterium sp BJ 001 
 
เชืÊอผสมระหวา่ง Methylobacterium sp. 
NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 
Cyanide และ 
formamide 
Methanolic 
distillation residues  
Dimethyl 
isophthalate 
Formaldehyde 
Nitro-substituted 
explosives 
phenol 
Campos et al. (2006) 
 
Stepnowski et al.(2004) 
 
Li and Gu (2007) 
 
Mitsui et al. (2005) 
Aken et al.(2004) 
 
ปิยะมาศ คงแขม (2552) 
 
 แบคทีเรียสกุล Acinetobacter พบได้แพร่หลายในธรรมชาติ เช่น ในนํÊา ดิน สิÉงมีชีวิตตาม
ธรรมชาติ และจากผวิหนังมนุษย์  แบคทเีรยีสกุลนีÊมคีวามน่าสนใจในการนํามาประยุกต์ใช้ทางด้าน
เทคโนโลยชีวีภาพและในดา้นในสิÉงแวดลอ้ม ซึÉงเป็นทีÉรูจ้กัในการยอ่ยสลายสารมลพษิไดห้ลากหลายชนิด 
เช่น biphenyl, chlorinated biphenyl, amino acids (analine), phenol, benzoate, crude oil, 
acetonitrile, phosphate และ heavy metals (Abdel-El-Haleem, 2003) (ตารางทีÉ 7) เนืÉองจากมี
ความสามารถในการใช้สารประกอบหลากหลายชนิดเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน เช่น ฟีนอล 
(phenol)  และเบนโซเอท (benzoate) เป็นตน้ ทาํใหเ้พาะเลีÊยงไดง้า่ยในอาหารเหลว (Caposio et al., 
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2002; Cui et al., 2008) รวมทั Êงมคีวามสามารถในการผลติ emulsifying agents ทําใหส้ารมลพษิทีÉ
ละลายนํÊาไดน้้อย (low solubility) ถูกยอ่ยสลายไดง้า่ยขึÊน (Marin et al., 1995)   
 
ตารางทีÉ  7 การยอ่ยสลายสารมลพษิโดยแบคทเีรยีสกุล Acinetobacter 
 
สายพนัธุแ์บคทีเรีย สารมลพิษทีÉย่อยสลาย อ้างอิง 
Acinetobacter radioresistens 
USTB-04 
Acinetobacter  calcoaceticus  
MM5 
Acinetobacter calcoaceticus 
NCIM 2890 
Acinetobacter calcoaceticum A-
122 
Acinetobacter sp. HY-7 
Acinetobacter sp. PD12 
Methyl parathion 
 
Diesel  และ  heating  Oil 
 
Diazo dye direct brown 
MR 
P-nitrophenol (PNP) 
 
Carbamazepine 
Phenol 
Fang-yao et al. 
(2007) 
Marin et al. (1995) 
 
Ghodake et al. 
(2009) 
Ignatov et al. (1999) 
 
Cui et al., (2008) 
Ying et al. (2007) 
 
 จากการศกึษาของ Khongkhaem et al.(2011) การเพิÉมประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของ
เชืÊอผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 โดยวธิตีรงึเซลลแ์บบกกัขงั 
(entrapment) ในซิลิกาทีÉสงัเคราะห์ขึÊนใหม่ พบว่าเซลล์ตรงึสามารถย่อยสลายฟีนอลทีÉความเข้มข้น
เริÉมตน้ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร ไดถ้งึ 80-85 % ในขณะทีÉเซลลอ์สิระสามารถย่อยสลายฟีนอลทีÉความ
เขม้ขน้เริÉมต้นน้อยกว่า 2,500 มลิลกิรมัต่อลติร ภายใน 10 วนันอกจากนั Êนยงัพบว่าเชืÊอผสมระหว่าง 
Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1  มปีระสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลไดเ้ป็น 
2 เทา่ เมืÉอเปรยีบเทยีบกบัเชืÊอบรสิทุธิ Íสายพนัธุเ์ดยีวแต่ละชนิด ดงันั ÊนในการศกึษานีÊจงึสนใจใชแ้บคทเีรยี
เชืÊอผสมระหวา่ง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ในการยอ่ยสลายฟีนอล 
 
 4.7 การตรึงเซลล ์(Cell immobilization) 
 การบําบดัสารมลพษิดว้ยวธิกีารเตมิจุลนิทรยีล์งไปในพืÊนทีÉทีÉมกีารปนเปืÊอน (bioaugmentation) 
ถูกนํามาใชอ้ย่างกวา้งขวางในปจัจุบนั โดยจุลนิทรยีท์ีÉเตมิลงไปอาจเป็นจุลนิทรยีท์อ้งถิÉนทีÉมใีนพืÊนทีÉนั Êน 
(indigenous microorganisms) หรอืเรยีกอกีอยา่งวา่เทคนิค autochthonous bioaugmentation หรอือาจ
เป็นจุลนิทรยีส์ายพนัธุต่์างถิÉน (exogenous microorganisms) เพืÉอเรง่กระบวนการยอ่ยสลายสารมลพษิ
วธิกีารนีÊมขีอ้ด ี คอื สามารถควบคุมกระบวนการบําบดัสารมลพษิ โดยการกําหนดชนิดและปรมิาณของ
จุลินทรยี์ทีÉมคีวามจําเพาะเจาะจงต่อการย่อยสลายสารมลพษิแต่ละชนิด และมคีวามทนทานต่อสาร
มลพษินั Êนๆ โดยจุลินทรยี์ทีÉใช้ในการย่อยสลายสารมลพษิส่วนใหญ่คดัแยกได้จากสิÉงแวดล้อม และมี
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การศกึษากจิกรรมการยอ่ยสลายสารมลพษิในหอ้งปฎบิตักิารแลว้ (Obuekwe and Al-Muttawa, 2001; 
Cunningham et al., 2000) ทีÉผา่นมามรีายงานการใชท้ั Êงเซลลอ์สิระและเซลลต์รงึในการบําบดัสารมลพษิ 
อยา่งไรกต็ามพบวา่เซลลต์รงึสามารถทนทานต่อความเขม้ขน้ของสารมลพษิทีÉสงูกวา่เมืÉอเปรยีบเทยีบกบั
เซลลอ์สิระ และสามารถป้องกนัเซลลจ์ากผลการเปลีÉยนแปลงของ pH และอุณหภูม ิทั ÊงนีÊยงัสามารถนํา
กลบัมาใชซ้ํÊาไดแ้ละเกบ็ไวไ้ดเ้ป็นเวลานาน ซึÉงช่วยลดระยะเวลาและค่าใชจ้่ายในการเตรยีมหวัเชืÊอใหม ่
(Aksu and Bulbul, 1999; Kourkoutas et al., 2004) 
 
 กระบวนการตรงึเซลลจุ์ลนิทรยีส์ามารถแบ่งเป็น 2 ประเภท คอื (1) การเกาะตดิ/ดดูซบัของเซลล์
บนวสัดุดว้ยวธิธีรรมชาต ิ(self-attachment/adsorption immobilization) และ (2) การตรงึแบบสงัเคราะห ์
(artificial immobilization) เช่น การกกัขงัเซลลใ์นพอลเิมอร ์(entrapment within polymers) การสรา้ง
พนัธะโควาเลนทร์ะหว่างเซลลก์บัวสัดุตรงึ (covalent bonding) เป็นตน้ (Cohen et al., 2001) (รปูทีÉ 4) 
การเกาะติด/ดูดซับเป็นวิธีการตรึงเซลล์ทีÉง่าย โดยให้เซลล์ดูดซับกับวัสดุทีÉเป็นตัวตรึงด้วยแรง 
Electrostatic interactions, Covalent bond formation หรอื Hydrophobic interactions ซึÉงมแีรงดดูซบั
คอ่นขา้งออ่น อาจมกีารสญูเสยีเซลลไ์ดง้า่ยในระหวา่งการใชง้าน และเมืÉอมกีารเปลีÉยนแปลงค่าความเป็น
กรด-เบส อุณหภูม ิเป็นตน้ (Cheetham et al., 1979) การตรงึเซลลโ์ดยใหจุ้ลนิทรยีด์ดูซบัหรอืยดึเกาะ
กบัวสัดุนั Êน เซลลจ์ะมกีารสรา้ง biofilm ซึÉงจะเกดิการรวมตวักนัอยูบ่นผวิหน้าของวสัดุ เป็นสารพอลเิมอร์
ทีÉเซลล์สรา้งขึÊนแลว้ขบัออกมาภายนอกเซลล์โดยส่วนใหญ่จะเป็นสารพวก extracellular polymeric 
substance หรอื exopolysaccharide (EPS) ซึÉงมอีงคป์ระกอบ ไดแ้ก่ คารโ์บไฮเดรต โปรตนี ดเีอน็เอ 
และไขมนัซึÉงสดัสว่นจะมคีวามแตกต่างกนัขึÊนอยูก่บัชนิดของจุลนิทรยี ์และสภาวะแวดลอ้ม (Rosche et 
al., 2009) โดย biofilm ดงักล่าวมสี่วนช่วยใหจุ้ลนิทรยีส์ามารถยดึเกาะกบัผวิหน้าของวสัดุไดด้ยีิÉงขึÊน 
สาํหรบัจุลนิทรยีท์ีÉมกีารสรา้ง biofilm มหีลายชนิด สว่นใหญ่ biofilm จะมลีกัษณะเป็นเสน้สาย (filament) 
มสีว่นช่วยสาํคญัทีÉทาํใหเ้ซลลย์ดึเกาะกบัวสัดุไดด้ยีิÉงขึÊน (Davey et al., 1991) อยา่งไรกต็ามเทคนิคการ
เกาะตดิของเซลลด์ว้ยวธิธีรรมชาตเิป็นวธิทีีÉมปีระสทิธภิาพ และสามารถขยายขนาดเพิÉมจาํนวนเซลลต์รงึ
ไดง้่ายกว่าการตรงึแบบสงัเคราะห ์นอกจากนั Êนการตรงึเซลล์แบบกกัขงัยงัมขีอ้จํากดัเรืÉองการแพร่ผ่าน
ของสารไดน้้อยกวา่อกีดว้ย (Lee and Palsson, 1994) 
 
 ปจัจยัทีÉสาํคญัอกีประการหนึÉงทีÉตอ้งคํานึงถงึในการตรงึเซลลจุ์ลนิทรยี ์คอื การคดัเลอืกวสัดุตรงึ
เซลล์ ซึÉงต้องเป็นวสัดุทีÉมคีวามเป็นรูพรุนสูง มพีืÊนทีÉผวิมากเพืÉอใชใ้นการเกาะตดิ ไม่ละลายนํÊา มคีวาม
แขง็แรง ทนต่อสภาพแวดลอ้มทางกายภาพ-เคม ีการย่อยสลายโดยจุลนิทรยี ์และแรงกระทบกระเทอืน 
เนืÉองจาการตรงึเซลลต์อ้งทําในภาวะปลอดเชืÊอ จงึตอ้งทนต่อความรอ้น ความดนัไดส้งู นอกจากนั Êนวสัดุ
ทีÉใชไ้ม่ควรเป็นอนัตรายต่อเซลลแ์ละสิÉงแวดลอ้ม ไม่ดูดซบัสารพษิทีÉปนเปืÊอน และสามารถนํากลบัมาใช้
ซํÊาได ้วสัดุทีÉนํามาใชส้ามารถเตรยีมไดง้า่ยและมเีทคนิคการตรงึทีÉไมยุ่ง่ยาก ประหยดัค่าใชจ้่าย  มคีวาม
คงทนในการนําไปใชง้าน และเกบ็รกัษาไวไ้ดน้าน (Kourkoutas et al., 2004) ทีÉผา่นมามกีารนําวสัดุจาก
ธรรมชาตแิละวสัดุทีÉสงัเคราะหข์ึÊนมาใชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลลไ์ดแ้ก่ natural zeolite, rice chaff, rubber 
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wood meal, coconut husk meal, ฟางขา้ว, ใยบวบ หรอืวสัดุทีÉเป็นโพลเิมอร ์เช่น calcium alginate, 
polyvinyl alcohol (PVA) หรอืวสัดุสงัเคราะห ์เช่น ซลิกิา เป็นต้น ซึÉงวสัดุแต่ละชนิดมขีอ้ดขีอ้เสยี
แตกต่างกนั มรีายงานว่าการใช้วสัดุจากธรรมชาตจิําพวก organic material มขีอ้ด ีคอืปรมิาณ
สารอาหารในวสัดุอาจช่วยสง่เสรมิการเจรญิของเซลลต์รงึ (Santos et al., 2005) วสัดุทีÉใชไ้มม่คีวามเป็น
พษิต่อเซลล ์วสัดุสามารถยอ่ยสลายไดต้ามกลไกทางกายภาพ-เคม ีซึÉงช่วยลดค่าใชจ้่ายในการกําจดัวสัดุ
ทีÉมกีารดดูซบัสารมลพษิอกีทางหนึÉง และมรีาคาไมแ่พง 
 
 
 
รปูทีÉ 4 วธิกีารตรงึเซลล ์ 
ทีÉมา: Cassidy et al. (1996) 
 
 4.8 การใช้เซลลต์รึงในการย่อยสลายสารมลพิษ 
 จากการศกึษาทีÉผา่นมามกีารนําเทคนิค self-attachment immobilization และวสัดุจากธรรมชาติ
มาใชใ้นการตรงึเซลล์แบคทเีรยี เช่น Obuekwe and Al-Muttawa (2001) พบว่าเซลล์แบคทเีรยี 
Arthrobacter sp. และแบคทเีรยีแกรมลบ (ยงัไม่ไดจ้ําแนกชนิด) ซึÉงคดัแยกจากบ่อนํÊามนัในประเทศ
คูเวต ถูกตรงึบนขีÊเลืÊอย (sawdust), styroform และรําขา้วสาล ี(wheat bran) สามารถรกัษา
ประสทิธิภาพการย่อยสลายปิโตรเลยีมไฮโดรคาร์บอน หลงัจากเก็บเซลล์ตรงึไว้นาน 6 สปัดาห์ทีÉ 45 
องศาเซลเซยีส และพบว่าเซลลม์กีารสรา้ง extracellular structure เรยีกว่า เสน้ใย exopolysaccharide 
เพืÉอใหเ้ซลล์เกาะตดิบนวสัดุไดด้ขีึÊน และช่วยป้องกนัเซลล์จากสารมลพษิ โดยเสน้ใยดงักล่าวสามารถ
มองเหน็ภายใตก้ลอ้ง SEM นอกจากนั Êนจากรายงานของ Pattanasupong et al. (2004) พบว่ากลุ่ม
จุลนิทรยีท์ีÉตรงึบนใยบวบ (Loofa sponge) มปีระสทิธภิาพสงูในการยอ่ยสลายและขจดัความเป็นพษิของ
ยากําจดัศตัรพูชื คอื Carbendazim (MBC) และ2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) โดยสารทั Êง
Flocculation  Adsorption to surfaces 
Entrapment in matrix 
Encapsulation in 
polymer‐gel
        Cross‐linking of cells 
Covalent bonding to 
carrier
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สองชนิดสามารถยอ่ยสลายไดอ้ยา่งสมบูรณ์ภายใน 5.5 และ 1.5 วนัตามลําดบั พบว่าทีÉพเีอชอยูใ่นช่วง 
6-9  และอุณหภมู ิ15-37 องศาเซลเซยีสเซลลต์รงึมปีระสทิธภิาพการยอ่ยสลายสารชนิดนีÊไมแ่ตกต่างกนั
อกีทั Êง Suttinun et al. (2010) ศกึษาวธิกีารยอ่ยสลายสารไตรคลอโรเอธลินี (trichloroethylene: TCE) 
แบบโคเมแทบอลซิมึ (co-metabolism) โดย Rhodococcus sp. L4 ตรงึบนวสัดุจากพชืทีÉมนํีÊามนัหอม
ระเหย ไดแ้ก่ เมลด็ยีÉหรา่ เปลอืกสม้ และใบตะไคร ้พบว่าเซลลท์ีÉตรงึในเมลด็ยีÉหรา่มปีระสทิธภิาพในการ
ยดืระยะการย่อยสลาย TCE ได้ดกีว่าวสัดุชนิดอืÉน และสามารถทนต่อ TCE ทีÉความเขม้ขน้สูง 
นอกจากนั Êนยงัพบว่าเซลลต์รงึสามารถนํากลบัมาใชใ้นการย่อยสลาย TCE ไดใ้หม่ หลงันําไปเลีÊยงใน
อาหารเลีÊยงเชืÊอ mineral salts นาน 12 ชั Éวโมง และจากรายงานของ Kasamsuk and Khanongnuch 
(2007) ใชเ้ซลลแ์บคทเีรยี Coriolus versicolor RC3 ตรงึบนแกลบ (rice chaff) ไมย้างพารา (rubber 
wood meal) กาบมะพรา้ว (coconut husk meal) และฟางขา้วสบั (chopped rice straw) ยอ่ยสลายสใีน
นํÊาเสยีอุตสาหกรรมสิÉงทอ พบว่าเซลลต์รงึบนแกลบมปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายสไีดด้ทีีÉสุด ซึÉงย่อย
สลายสไีด ้80% ในเวลา 24 ชั Éวโมง และสามารถนํากลบัมาใชซ้ํÊาได ้2 ครั Êง นอกจากนั Êนมกีารใช ้zeolite 
ตรงึ Pseudomonas sp. ADP เพืÉอใชย้่อยสลาย atrazine โดยสามารถย่อยสลายสารดงักล่าวไดอ้ย่าง
สมบรูณ์ภายใน 10 สปัดาห ์ทีÉอุณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส (Stelting et al., 2010) 
 
 4.9 การย่อยสลายฟีนอลโดยใช้เซลลต์รึง 
 จากการศกึษาทีÉผ่านมามกีารบําบดันํÊาเสยีทีÉปนเปืÊอนฟีนอลโดยใชเ้ซลล์ตรงึบนวสัดุต่าง ๆ เช่น 
การใชโ้พลยีรูเีทนโฟม (polyurethane foam) ตรงึ Acinetobacter sp. พบว่าเซลลท์ีÉมกีารตรงึจะสามารถ
เจรญิไดท้ีÉความเขม้ขน้ของฟีนอล 1,500 มลิลกิรมั/ลติร และสามารถยอ่ยสลายฟีนอลได ้19.7 มลิลกิรมั/
ลติร/ชั Éวโมง ในขณะทีÉเซลลท์ีÉไมไ่ดต้รงึบนโพลยีรูเีทนโฟม (เซลลอ์สิระ) ถูกยบัยั ÊงการเจรญิเตบิโตทีÉความ
เขม้ขน้ของฟีนอล 1,000 มลิลกิรมั/ลติร (Adav et al., 2007) 
  
 Ying et al. (2007) ใช ้ polyvinyl alcohol (PVA) ตรงึเซลล ์Acinetobacter sp. สายพนัธุ ์PD 
12 ซึÉงคดัแยกเชืÊอจากกากตะกอนเร่ง (Activated sludge) ของระบบบําบดันํÊาเสยีจากโรงงานผลติ
สารเคมี โดยศึกษาปจัจยัทีÉมีผลต่อการย่อยสลายฟีนอล ได้แก่ ความเข้มข้นของฟีนอล พีเอช และ
อุณหภมู ิพบวา่พเีอชทีÉเหมาะสมในการยอ่ยสลายฟีนอลคอื 7.2 และเซลลท์นต่อความเขม้ขน้ฟีนอลไดส้งู
ถงึ 500 มลิลกิรมั/ลติร  การตรงึเซลลช์่วยป้องกนัแบคทเีรยีเมืÉอมกีารเปลีÉยนแปลงอุณหภูม ิพเีอช และ
สามารถเกบ็เซลลท์ีÉอุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส ไดน้าน 50 วนั 
 
 Liu et al. (2009) ทาํการตรงึเซลล ์ Acinetobacter sp. XA05 และSphingomonas sp. FG03 
บน polyvinyl alcohol (PVA) โดยใชเ้ชืÊอทีÉแยกจากกากตะกอนเรง่ (Activated sludge) พบว่าเซลลท์ีÉไม่
ตรงึบน PVA มอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอล (phenol degradation rate) 0.95 มลิลกิรมัฟีนอล/ชั Éวโมง สว่น
เซลลท์ีÉตรงึบน PVA มอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอล 1.20 มลิลกิรมัฟีนอล/ชั Éวโมง และเซลลต์รงึสามารถทน
อุณหภูมแิละพเีอชได้ในช่วงกว้างทีÉมากกว่าเซลล์อิสระ อุณหภูมทิีÉใช้ในการทดลองอยู่ในช่วง 20-40 
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องศาเซลเซยีส ทีÉความเขม้ขน้เริÉมตน้ของฟีนอล 800 มลิลกิรมั/ลติรโดยเซลลต์รงึสามารถนํากลบัมาใช้
ใหมไ่ด ้ซึÉงยงัสามารถลดปรมิาณฟีนอลได ้93% หลงัจากเกบ็ไว ้50 วนั แต่เซลลอ์สิระจะมอีตัราการยอ่ย
สลายฟีนอลลดลง หลงัจากทีÉเกบ็ไว ้10 วนั ทีÉอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส อยา่งไรกต็ามการตรงึเซลลส์าย
พนัธุ ์XA05 และ FG03 สามารถนํากลบัมาใชใ้หมไ่ดอ้ยา่งน้อย 20 ครั Êง 
  
 Santos et al. (2009) ศกึษาประสทิธภิาพของเซลลต์รงึ Aureobasidium pullulans FE13 (คดั
แยกเชืÊอไดจ้ากนํÊาเสยีของโรงงานเหลก็กลา้) ในอลัจเินตพบว่าเซลลต์รงึมอีตัราการย่อยสลายฟีนอลได ้
20.45 มลิลกิรมั/ลติร/ชั Éวโมง ในขณะทีÉเซลลอ์สิระมอีตัราการย่อยสลายฟีนอล 18.35 มลิลกิรมั/ลติร/
ชั Éวโมง โดยเซลลต์รงึมปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายไดม้ากกวา่เซลลอ์สิระ 
  
 Lee et al. (2009) ใชเ้มด็บดีตรงึกากตะกอนเรง่ (Activated sludge) ซึÉงไดจ้ากระบบบําบดันํÊา
เสยีของโรงงานเหล็ก พบว่าเซลล์ตรงึมกีารย่อยสลายฟีนอลได้ทีÉช่วงพเีอชทีÉกว้างและทีÉความเขม้ขน้
ของฟีนอลสงู โดยมอีตัราการยอ่ยสลายมากกว่า 95% ภายในเวลา 28 ชั Éวโมง โดยเซลลอ์สิระถูกยบัยั Êง
การยอ่ยสลายทีÉความเขม้ขน้ของฟีนอล 3,000 มลิลกิรมั/ลติร แต่ในขณะทีÉเซลลต์รงึไม่ถูกยบัยั ÊงทีÉความ
เขม้ขน้ดงักล่าว 
  
 El-Naas et al. (2009) ทาํการตรงึ Pseudomonas putida บน polyvinyl alcohol (PVA) พบว่า
เซลลต์รงึมอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอลไดด้ทีีÉอุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส ทีÉพเีอช 7 ซึÉงลดปรมิาณฟีนอล
ได ้95% โดยเซลลต์รงึสามารถยอ่ยสลายฟีนอลไดจ้นถงึความเขม้ขน้ของฟีนอล 75 มลิลกิรมั/ลติร  
  
 Zhao et al. (2009) ศกึษาการใช ้ polyurethane foam (PUF) และ organic modified 
montmorillonite (OMMT-PSF capsule) เป็นวสัดุสาํหรบัตรงึจุลนิทรยี ์ จากการศกึษาพบว่าเซลลต์รงึมี
ประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลสูงกว่าเซลล์อสิระ โดยเซลล์ตรงึมอีตัราการย่อยสลายฟีนอล 342.4 
มลิลกิรมั/(ลติร-ชั Éวโมง) สว่นเซลลอ์สิระมอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอล 208.4 มลิลกิรมั/(ลติร-ชั Éวโมง) 
  
 Yordanova et al. (2009) ศึกษาการตรงึ Aspergillus awamori สายพนัธุ์ NRRL3112 บน 
polyacrylonitrile membrane พบว่าเซลลอ์สิระและเซลลต์รงึมอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอล 1.16 และ 6.25  
มลิลกิรมั/ชั Éวโมง ตามลาํดบั 
 
 Khongkhaem et al. (2011) ศกึษาการเพิÉมประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลของเชืÊอผสม
ระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1  โดยวธิตีรงึเซลลแ์บบกกัขงั 
(entrapment) ในซิลิกาทีÉสงัเคราะห์ขึÊนใหม่ พบว่าเซลล์ตรงึสามารถย่อยสลายฟีนอลทีÉความเข้มข้น
เริÉมตน้ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร ไดถ้งึ 80-85 % ในขณะทีÉเซลลอ์สิระสามารถยอ่ยสลายฟีนอลทีÉความ
เขม้ขน้เริÉมตน้น้อยกวา่ 2,500 มลิลกิรมัต่อลติร ภายใน 10 วนั  อยา่งไรกต็ามเนืÉองจากการสงัเคราะหซ์ลิิ
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กาต้องมคี่าใช้จ่ายในการซืÊอสารเคมเีป็นสารตั Êงต้น  และมขี ั Êนตอนเฉพาะในการผลติ ดงันั Êนจงึมคีวาม
จาํเป็นในการพฒันาวธิกีารตรงึเซลลท์ีÉงา่ย มปีระสทิธภิาพ ราคาถูก และสามารถขยายขนาดเพิÉมจาํนวน
ไดง้า่ย เพืÉอความสะดวกในการนําไปประยกุตใ์ช ้  
 
 ดงันั ÊนงานวจิยันีÊจงึสนใจใชเ้ทคนิคการตรงึเซลลแ์บคทเีรยีบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนั เพืÉอให้
เซลลต์รงึมคีวามทนทานต่อสารฟีนอลและอนุพนัธข์องฟีนอลทีÉปนเปืÊอนอยูใ่นนํÊาทิÊง การใชว้สัดุเศษเหลอื
ดงักล่าว เป็นทางเลอืกหนึÉงในการใช้ประโยชน์ของเสยี และการกําจดัของเสยี อกีทั Êงข ั Êนตอนการตรงึ
เซลลไ์มยุ่ง่ยาก และชว่ยลดคา่ใชจ้า่ยในการผลติวสัดุสงัเคราะหไ์ด ้
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5.    ระเบียบวิธีดาํเนินการวิจยั 
  5.1 ภาพรวมของงานวิจยั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แบคทีเรียเชื Êอผสมระหวา่ง Methylobacterium sp. NP3และ 
Acinetobacter sp. PK1 
วสัดตุรึงเซลล์แบคทีเรีย ได้แก่ ทะลายปาล์มนํ Êามนั 
และเส้นใยปาล์มนํ Êามนั 
ศกึษาระยะเวลาทีÉเหมาะสมในการตรึงเซลล์แบคทีเรีย 
ศกึษาวิธีการตรึงเซลล์แบคทีเรีย 
คดัเลือกวสัดตุรึง 
ศกึษาลกัษณะพื Êนผิววสัดตุรึง โดย SEM
ศกึษาลกัษณะสมบตัิทางกายภาพ และเคมีเช่น ปริมาตรรู
พรน พื ÊนทีÉผิว ปริมาณสารอาหาร 
การนําเซลล์ตรึงกลบัมาใช้ซํ Êา 
อาหารเลี Êยงเชื Êอเหลว(CFMM)  ทีÉเติมฟีนอล นํ Êาทิ Êงโรงงานสกดันํ Êามนัปาล์ม 
Acclimation  
Activation 
วิธีร่วมระหวา่ง Activation และAcclimation  
ศกึษาการผลติ Exopolysaccharide  
ทะลายปาล์มนํ Êามนั (EFB) 
แปรผนัปริมาณเซลล์ตรึง 
ผลของความเข้มข้นฟีนอล 
แปรผนัปริมาณเซลล์ตรึง 
การนําเซลล์ตรึงกลบัมาใช้ซํ Êา 
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 5.2 นํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ 
 เกบ็ตวัอย่างนํÊาทิÊงจากบ่อบําบดันํÊาเสยีบ่อสุดท้ายของโรงงานสกดันํÊามนัปาล์มแห่งหนึÉงในจงัหวดั
สตูล (รปูทีÉ 5) โดยระบบบําบดันํÊาเสยีของโรงงานเป็นแบบบ่อปรบัเสถยีร (บ่อดนิ) ซึÉงมจีํานวน 4 บ่อ นํา
ตวัอยา่งนํÊาทิÊงกรองดว้ยผา้ขาวบาง และเกบ็ไวท้ีÉอุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส จนกวา่จะนํามาทดลอง  
 
        
    (a)          (b) 
 
รปูทีÉ 5 ลกัษณะบ่อบาํบดันํÊาเสยี (a)  และลกัษณะนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ (b) 
 
 5.3 การเพาะเลีÊยงและเตรียมหวัเชืÊอแบคทีเรีย  
 งานวจิยันีÊใชจุ้ลนิทรยีเ์ชืÊอผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 (รปูทีÉ 6a) ซึÉงคดัแยกจากดนิทีÉ
ปนเปืÊอนนํÊามนั (นนัทธ์ร เภาราช, 2550) และ Acinetobacter sp. PK1 (รปูทีÉ 6b) คดัแยกจากอาหารทีÉมกีาร
เจรญิเตบิโตของ Methylobacterium sp. NP3 (ปิยะมาศ คงแขม, 2552) เลีÊยงเชืÊอ 2 ชนิด แยกกนัในอาหาร
เหลว carbon free mineral medium (CFMM) ทีÉมกีารเตมิฟีนอลความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นแหล่ง
คารบ์อนสาํหรบัการเจรญิเตบิโตของเชืÊอแบคทเีรยี บ่มเชืÊอทีÉ 30 องศาเซลเซยีส เขยา่ทีÉ 200 รอบต่อนาท ี เป็น
เวลา 48 ชั Éวโมง หลงัจากนั Êนเกบ็เกีÉยวเซลลท์ีÉช่วง late-log phase เพืÉอใหไ้ดป้รมิาณเซลลท์ีÉยงั active มากทีÉสุด 
โดยเชืÊอแบคทเีรยีทั Êง 2 ชนิดมกีารเจรญิเท่ากนั หลงัจากนั Êนนําแบคทเีรยีแต่ละชนิดมาป ั Éนแยกเซลลด์ว้ยเครืÉอง
ป ั ÉนเหวีÉยงทีÉความเรว็ 8,000 รอบต่อนาท ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีแยกสว่นนํÊาใสทิÊง แลว้
ลา้งเซลลด์ว้ย 0.85% NaCl 2 ครั Êง จากนั Êนละลายตะกอนเซลลด์ว้ยอาหาร CFMM นําเซลลท์ีÉไดไ้ปวดัค่า OD578 
ใหไ้ดค้่า OD เทา่กบั 1.0 (Khongkham et al., 2011) โดยมจีาํนวนเซลลแ์บคทเีรยีประมาณ 108 CFU/มลิลลิติร 
ซึÉงค่า OD578 กบัการนับจาํนวนเซลลแ์บคทเีรยีไม่สมัพนัธก์บัการผสมสดัส่วนเซลล ์1:1 ไมไ่ดแ้ตกต่างกนัทาง
สถติ ิทั ÊงนีÊเซลล์จุลนิทรยีท์ีÉไดจ้ะนําไปใชใ้นการศกึษาขั Êนตอนต่อไปโดย 1) นําเซลลท์ั Êงสองชนิดมาผสมกนัใน
สดัสว่น 1:1 เพืÉอนําไปใชใ้นขั Êนตอนการตรงึเซลล ์
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                        (a)                                     (b) 
รปูทีÉ 6 แบคทเีรยี (a) Methylobacteriumsp. NP3 และ (b) Acinetobactersp. PK1 ในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว 
CFMM  
 
 5.4  ศึกษาการผลิต extracellular polymeric substance (EPS) ของแบคทีเรีย 
 การทดลองนีÊมวีตัถุประสงค ์เพืÉอทดสอบประสทิธภิาพในการผลติ extracellular polymeric substance 
หรอื exopolysaccharide (EPS) ของแบคทเีรยี Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ซึÉง
ทาํหน้าทีÉเสมอืนกาวช่วยใหแ้บคทเีรยียดึตดิกบัวสัดุตรงึไดด้ ีวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนัทีÉใชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลล ์
คอื ทะลายเปล่าปาลม์นํÊามนั (empty fruit bunch: EFB) ทดลองโดยการนําหวัเชืÊอแบคทเีรยีแต่ละชนิด (ตรงึ
แยกแบคทเีรยีแต่ละชนิด) ทีÉเตรยีมไดจ้ากขอ้ 5.3 มาบ่มรว่มกบัชิÊนสว่น EFB ทีÉเตรยีมตามขอ้ 5.5.1 ใน
อตัราส่วน 1:10 (w/v) โดยไม่มกีารให้แหล่งคาร์บอนใดๆ เพิÉม เพืÉอให้เซลล์อยู่ในภาวะอดอาหาร (carbon 
starvation) ซึÉงช่วยกระตุน้การสรา้ง EPS ของเซลล ์(Sanin et al., 2003) ทั ÊงนีÊใชห้วัเชืÊอปรมิาตร 5 มลิลลิติร 
(OD578=1.0) มาบ่มรว่มกบัวสัดุปรมิาณ 0.5 กรมั ในขวดแกว้ฝาเกลยีว ขนาด 22 มลิลลิติร สดัสว่นปรมิาณหวั
เชืÊอ และวสัดุตรงึดงักล่าว ทาํใหเ้กดิการเคลืÉอนทีÉของวสัดุตรงึไดอ้ยา่งอสิระ และช่วยใหว้สัดุตรงึสมัผสักบัเซลล์
ทีÉแขวนลอยอยูใ่นอาหารเหลวไดด้ ีเตรยีมชุดการทดลองละ 3 ซํÊา (triplicate) จากนั Êนนําไปเขยา่ทีÉความเรว็รอบ 
130  รอบต่อนาท ีบ่มตวัอยา่งทีÉอุณหภูมหิอ้ง เกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 24 ชั Éวโมง เป็นเวลา 6 วนั จากนั Êนแยกเซลลท์ีÉ
ถูกตรงึบนวสัดุแลว้ออกจากเซลลอ์สิระทีÉเหลอือยูใ่นอาหารเหลว โดยการกรองดว้ยกระดาษกรอง GF/C ขนาด 
45 มลิลเิมตร ลา้งเซลลต์รงึดว้ย 0.85% NaCl 2 ครั Êง หลงัจากนั Êนนํามาทดสอบการสรา้ง EPS ดว้ยวธิ ีAlcian 
blue adsorption assay ตามวธิกีารซึÉงดดัแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993) ในหวัขอ้ 5.8.3 
เตรยีมชุดควบคุมประกอบดว้ยวสัดุเศษเหลอื EFB ทีÉผา่นการฆา่เชืÊอดว้ยการ Autoclave  และไม่มี
การเตมิเชืÊอแบคทเีรยี 
 
PK1 NP3 
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 5.5 การตรึงเซลลแ์บคทีเรีย  
  5.5.1 การเตรียมวสัดุตรึงเซลล์ 
  เตรยีมวสัดุตรงึเซลลจ์ากวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนั 2 ชนิด ทีÉไดจ้ากโรงงานสกดันํÊามนั
ปาลม์ในจงัหวดัสตูล ไดแ้ก ่ เสน้ใยปาลม์นํÊามนั (pericarp fiber: PF)  และทะลายเปล่าปาลม์นํÊามนั (empty 
fruit bunch: EFB) (รปูทีÉ 7) โดยนําวสัดุมาตากใหแ้หง้ แลว้เตรยีมขนาดของวสัดุทีÉตอ้งการโดย 1) นําวสัดุมา
ตดัหรอืบด แลว้รอ่นผา่นตะแกรงรอ่นขนาด 500 ไมโครเมตรถงึ 1 มลิลเิมตร เพืÉอใหไ้ดข้นาดของวสัดุทั Êง 2 
ชนิดทีÉมคีวามใกลเ้คยีงกนั 2) การทดลองยอ่ยสลายฟีนอลในนํÊาเสยีจากโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ เลอืกใช้
วสัดุทะลายปาลม์นํÊามนั โดยการตดัวสัดุใหม้ขีนาด 1×1×1 เซนตเิมตร เพืÉอความสะดวกในการนําไปใชง้าน 
 นําวสัดุไปทําใหป้ลอดเชืÊอดว้ยหมอ้นึÉงอบฆ่าเชืÊอ (autoclave) ทีÉอุณหภูม ิ 121 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีทิÊงไวข้า้มคนื แลว้นํามานึÉงฆ่าเชืÊอซํÊาอกี เพืÉอตอ้งการกําจดัเชืÊอจุลนิทรยีท์ีÉมี
ความคงทนในวสัดุก่อนนําไปใช้ในขั Êนตอนการตรงึเซลล์ นอกจากนั ÊนศกึษาคุณลกัษณะอืÉนๆ ของวสัดุดงั
ตารางทีÉ 8 
ตารางทีÉ 8 วธีิวเิคราะห์คุณลักษณะของวัสดุ 
 
พารามเิตอร์ วธีิ/วเิคราะห์โดย 
Nitrogen (%):  
Phosphorus (%):  
 อ้างอิงจาก Attanun และ Juncharoensuk (1999) 
TOC (%):  TOC analyzer (Solid sample module-SSM-5000A,Shimadzu)/ 
NCE-EHWM, จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
Total pore volume  (cc g-1)   
Specific surface area (m2g-1)  
Average pore diameter (nm)  
Surface area analyzer (Quantachrome,Autosorb-1)/  
วิทยาลยัปิโตรเลียม และปิโตรเคมี, จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  
Zeta potential (mV) Zeta potential analyzer  (ZetaPALS, Brookhaven)/ 
ศนูย์เครืÉองมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
Scanning electron microscopy 
(SEM) 
WI-RES-SEM Quanta 400-001และ WI-RES-SEM-001/ 
ศนูย์เครืÉองมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
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(a)                                                    (b) 
 
รปูทีÉ 7 วสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนั (a) ทะลายปาลม์นํÊามนั (EFB) (b) เสน้ใยปาลม์นํÊามนั (PF)  
   
  5.5.2 การตรงึเซลลบ์นวสัดเุศษเหลอืปาลม์นํÊามนั 
  การตรงึแบคทเีรยีบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนั อาศยัเทคนิคการเกาะตดิของเซลลบ์นวสัดุ
ดว้ยวธิธีรรมชาต ิ(self-attachment immobilization) โดยศกึษาระยะเวลาทีÉเหมาะสมของการตรงึเซลลบ์น 
PF และ EFB ดว้ยการวเิคราะหป์รมิาณการสรา้ง extracellular polymeric substance หรอื 
exopolysaccharide (EPS) ของแบคทเีรยีบนวสัดุตรงึแต่ละชนิด ทั ÊงนีÊเพืÉอใหเ้กดิการเกาะตดิของแบคทเีรยี
บนวสัดุอย่างดเีพยีงพอ และเซลล์ไม่หลุดออกจากวสัดุ เมืÉอมกีารนํามาใชห้รอืใชซ้ํÊาอย่างต่อเนืÉอง ขั Êนตอน
การตรงึเซลลอ์า้งองิจาก Suttinun et al. (2010) โดยนําหวัเชืÊอแบคทเีรยีผสมทีÉเตรยีมไดจ้ากขอ้ 5.3 บ่ม
รว่มกบัวสัดุแต่ละชนิดแยกกนัในอตัราสว่น 1:10 (w/v) โดยไม่มกีารใหแ้หล่งคารบ์อนใดๆ เพิÉม เพืÉอใหเ้ซลล์
อยูใ่นภาวะขาดแคลนแหล่งคารบ์อน (carbon starvation) ซึÉงชว่ยกระตุน้การสรา้ง EPS ของเซลล ์(Sanin et 
al., 2003) ทั ÊงนีÊใชห้วัเชืÊอปรมิาตร 5 มลิลลิติร (OD578=1.0) มาบ่มรว่มกบัวสัดุปรมิาณ 0.5 กรมั ในขวดแกว้
ฝาเกลยีว ขนาด 22 มลิลลิติร สดัส่วนปรมิาณหวัเชืÊอและวสัดุตรงึดงักล่าว ทําใหเ้กดิการเคลืÉอนทีÉของวสัดุ
ตรงึได้อย่างอิสระ และช่วยให้วสัดุตรงึสมัผสักบัเซลล์ทีÉแขวนลอยอยู่ในอาหารเหลวได้ดี เตรยีมชุดการ
ทดลองละ 3 ซํÊา (triplicate) จากนั Êนนําไปเขยา่ทีÉความเรว็รอบ 130 รอบต่อนาท ีบ่มตวัอยา่งทีÉอุณหภูมหิอ้ง 
เกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 24 ชั Éวโมง จากนั Êนแยกเซลลท์ีÉถูกตรงึบนวสัดุแลว้ออกจากเซลลอ์สิระทีÉเหลอือยูใ่นอาหาร
เหลว โดยการกรองดว้ย GF/C ขนาด 45 มลิลเิมตร ลา้งเซลลต์รงึดว้ย 0.85% NaCl 2 ครั Êง หลงัจากนั Êน
นํามาทดสอบการสรา้ง EPS ดว้ยวธิ ีAlcian blue adsorption assay ตามวธิกีารซึÉงดดัแปลงจาก 
Vandevivere and Kirchman (1993) ในหวัขอ้ 5.8.3 เกบ็ตวัอยา่งจนกว่าการสรา้ง EPS จะคงทีÉ ซึÉงถอืเป็น
ระยะเวลาทีÉเหมาะสมในการตรงึเซลล์แบคทเีรยีบนวสัดุแต่ละชนิด จากผลการทดลอง พบว่าระยะเวลาทีÉ
เหมาะสมในการตรงึเซลลบ์นวสัดุเศษเหลอื EFB คอื 6 วนัและบน PF คอืเวลา 8 วนั ก่อนนําเซลลต์รงึไป
ทดสอบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลในขั Êนตอนต่อไป เตรยีมชุดควบคุมประกอบด้วยวสัดุเศษเหลอื 
EFB และ PF ทีÉผา่นการฆา่เชืÊอดว้ยการ Autoclave และไมม่กีารเตมิเชืÊอแบคทเีรยี 
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  นอกจากนั Êนนําเซลล์ตรงึทีÉเตรยีมได้ไปศกึษาลกัษณะการเกาะติดของเซลล์แบคทเีรยีบน
วัสดุทั Êงก่อน และหลังการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล โดยการวิเคราะห์ด้วย SEM ดัง
รายละเอยีดในภาคผนวก ข.1 พรอ้มทั Êงคาํนวณประสทิธภิาพการตรงึเซลล ์(%) ดงัต่อไปนีÊ  
 
 
ประสทิธภิาพการตรงึเซลล ์(%)  = 
 
 
  ทั ÊงนีÊนับจํานวนเซลล์ทีÉถูกตรงึในวสัดุ และเซลล์อสิระในอาหารเหลวโดยวธิ ีtotal plate 
count สาํหรบัการสกดัเซลลอ์อกจากวสัดุตรงึ ไดต้ามวธิกีารดดัแปลงจาก Pattanasupong et al. (2004) 
โดยเตมิอาหารเหลว CFMM ลงในหลอดแก้วทีÉบรรจุเซลล์ตรงึแบคทเีรยี ตั ÊงทิÊงไว ้3 นาท ีเพืÉอใหเ้ซลล์
สามารถหลุดออกจากวสัดุตรงึไดง้า่ย นําไป sonicate ดว้ยเครืÉอง Ultrasonic bath เป็นเวลา 2 นาท ีและ
เขยา่ดว้ยเครืÉอง vortex 2 นาท ีจากนั ÊนทาํซํÊา 2 ครั Êง หลงัจากนั Êนนําสารละลายตะกอนเซลลท์ีÉไดไ้ปเหวีÉยง
แยกเซลลท์ีÉอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 7,500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ี จากนั Êนลา้ง และ
แขวนลอยเซลลด์ว้ยอาหารเลีÊยงเชืÊอ CFMM  ก่อนนําไปนับจํานวนแบคทเีรยี (CFU ต่อกรมัวสัดุตรงึ) นํา
สารละลายเซลลม์าเจอืจางเชืÊอแบคทเีรยีโดยวธิ ี10-fold dilution และนับจํานวนเซลลด์ว้ยวธิ ีtotal plate 
count  
  
  5.5.3 คดัเลือกวสัดตุรงึเซลล ์ 
  คดัเลอืกวสัดุตรงึระหว่างเซลลต์รงึบน EFB และเซลล์ตรงึบน PF โดยนําเซลล์ตรงึแต่ละ
ชนิดทีÉเตรยีมจากขอ้ 5.5.2 มาทดสอบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลตามวธิกีารขอ้ 5.6 โดยใชค้วาม
เขม้ขน้ของฟีนอลเท่ากบั 30 มลิลกิรมัต่อลติร เตรยีมชุดการทดลองละ 3 ซํÊา เกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 24 ชั Éวโมง 
เพืÉอวเิคราะหป์รมิาณฟีนอลทีÉเหลอืในอาหารเลีÊยงเชืÊอตามวธิกีารของ Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 ซึÉงคดัเลอืก
วสัดุตรงึเซลลท์ีÉมปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลไดด้ทีีÉสุด โดยพจิารณาจากขอ้มลูการลดลงของฟีนอล
ในอาหารเลีÊยงเชืÊอ ประกอบกบัผลการศกึษาประสทิธภิาพการตรงึเซลล ์(%) และการวเิคราะหล์กัษณะเซลล์
ตรงึบนวสัดุดว้ยกลอ้ง SEM จากผลการทดลองพบว่าชิÊนสว่น EFB เป็นวสัดุทีÉเหมาะสมมากกว่า PF ในการ
ตรงึเซลล ์จงึคดัเลอืกเซลลต์รงึบน EFB ไปใชใ้นการศกึษาขั Êนต่อไป 
  เตรยีมชุดควบคุม เพืÉอศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพและเคมต่ีอการลดลงของ     
ฟีนอล (abiotic controls) เช่น การดดูซบัของฟีนอลบนวสัดุตรงึ โดยชุดควบคุมประกอบดว้ยชิÊนส่วนของ 
จน. เซลล์ทั Êงหมดในวสัด ุ(CFU) * 100% 
จน.เซลล์ทั Êงหมดในอาหารเหลว (CFU)  + จน. เซลล์ทั Êงหมดในวสัด ุ(CFU) 
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EFB  และ PF ทีÉผา่นการฆา่เชืÊอโดยวธิ ีAutoclave ในอาหารเลีÊยงเชืÊอ CFMM ทีÉมฟีีนอลความเขม้ขน้ 30 
มลิลกิรมัต่อลติร  
 
 5.6 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว 
 การทดสอบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว ใชเ้ซลลต์รงึบน 
EFB ทีÉผา่นการตรงึเซลลเ์ป็นระยะเวลา 6 วนั โดยมจีาํนวนเซลลเ์ริÉมตน้ 2.27 x1010 CFU/กรมัวสัดุ 
 
  5.6.1 ผลของปริมาณเซลลต์รงึต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล  
  ศกึษาผลของปรมิาณเซลลต์รงึบน EFB ต่อประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอล โดยแปรผนั
ปรมิาณเซลลต์รงึ ดงันีÊ 0.5, 1.5 และ 3.0 กรมั ซึÉงคดิเป็นสดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหารเหลวเท่ากบั 1:10, 3:10 
และ 6:10 (w/v) เริÉมตน้เตมิเซลลต์รงึตามปรมิาณขา้งตน้ในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว Carbon Free Mineral 
Medium (CFMM) ปรมิาตร 5 มลิลลิติร ทีÉมฟีีนอลความเขม้ขน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ในขวดแกว้ฝาเกลยีว 
ขนาด 22 มลิลลิติร ทาํการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํÊา จากนั Êนนําตวัอยา่งไปบ่มทีÉความเรว็รอบ 130 รอบต่อ
นาท ีทีÉอุณหภมูหิอ้ง เกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 24 ชั Éวโมง เพืÉอวเิคราะหป์รมิาณฟีนอลทีÉเหลอืในอาหารเลีÊยงเชืÊอตาม
วธิกีารของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and 
WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 คาํนวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ จากผลการทดลองพบว่า
การเตมิเซลลต์รงึในปรมิาณดงักล่าวขา้งตน้ใหป้ระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลใกลเ้คยีงกนั จงึเลอืกเตมิ
ปรมิาณเซลลต์รงึ 1 กรมั (1:10 w/v) ไปใชศ้กึษาขั Êนต่อไป 
  เตรยีมชุดควบคุม เพืÉอศกึษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมต่ีอการลดลงของฟี
นอล (abiotic controls) เช่น การดดูซบัของฟีนอลบนวสัดุตรงึ โดยชุดควบคุมประกอบดว้ย ชิÊนสว่นปาลม์
นํÊามนัทีÉผา่นการฆา่เชืÊอแลว้เตมิในอาหารเลีÊยงเชืÊอ CFMM ทีÉมฟีีนอลความเขม้ขน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร  
 
  5.6.2 ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึทีÉความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
  นําเซลลต์รงึบน EFB มาทดสอบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลในระบบกะ (batch) ซึÉง
ใช ้สดัสว่นปรมิาณเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว CFMM เท่ากบั 1:10 (w/v) โดยใชอ้าหารเลีÊยงเชืÊอปรมิาตร 5 
มลิลลิติร ต่อเซลลต์รงึบน EFB ปรมิาณ 0.5 กรมั ทดสอบในขวดแกว้ฝาเกลยีว ขนาด 22 มลิลลิติร (รปูทีÉ 8) 
แปรผนัความเขม้ขน้ของฟีนอลตั Êงแต่ความเขม้ขน้ตํÉาไปจนถงึความเขม้ขน้สงู ไดแ้ก่ 10, 30, 50, 100, 500 
และ5,000 มลิลกิรมัต่อลติร  ทาํการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํÊา จากนั Êนนําตวัอยา่งไปบ่มทีÉความเรว็รอบ 130 
รอบต่อนาท ีทีÉอุณหภูมหิอ้ง (รูปทีÉ 8) เกบ็ตวัอย่างทุกๆ 24 ชั Éวโมง เพืÉอวเิคราะหป์รมิาณฟีนอลทีÉเหลอืใน
อาหารเลีÊยงเชืÊอตามวธิกีารของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 
(APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 คาํนวณเปอรเ์ซน็ต ์และอตัราการยอ่ยสลายฟีนอลของ
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เซลลต์รงึ ซึÉงผลทีÉไดจ้ะนําไปเปรยีบเทยีบกบัประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลลอ์สิระ (108 CFU/
มลิลลิติร) (แบคทเีรยีเชืÊอผสมจากขอ้ 5.3)  
  เตรยีมชุดควบคุม เพืÉอศกึษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมต่ีอการลดลงของฟี
นอล (abiotic controls) เช่น การดดูซบัของฟีนอลบนวสัดุตรงึ โดยชุดควบคุมประกอบดว้ย ชิÊนสว่นปาลม์
นํÊามนัทีÉผา่นการฆา่เชืÊอแลว้เตมิในอาหารเลีÊยงเชืÊอ CFMM ทีÉมกีารแปรผนัปรมิาณฟีนอลตามทีÉตอ้งการศกึษา  
 
 
                                                           
 
 
รปูทีÉ 8 ทดสอบการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึในขวดแกว้ฝาเกลยีวแลว้บ่มตวัอยา่งทีÉความเรว็รอบ 130 
รอบต่อนาท ีทีÉอุณหภมูหิอ้ง 
 
  5.6.3 ศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลต์รงึกลบัมาใช้ซํÊา 
  นําเซลลต์รงึบน EFB ทีÉผ่านการทดสอบการย่อยสลายฟีนอล ทีÉความเขม้ขน้ 30 มลิลกิรมั
ต่อลติร แลว้จากขอ้ 5.6.1 มากรองดว้ย GF/C ขนาด 45 มลิลเิมตร ทีÉผา่นการฆา่เชืÊอลา้งเซลลด์ว้ย 0.85% 
NaCl  2 ครั Êง หลงัจากนั Êนนําเซลลต์รงึทีÉผ่านการใชง้านแลว้ไปทดสอบการย่อยสลายฟีนอลซํÊา ทีÉความ
เขม้ขน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ทําการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํÊา เกบ็ตวัอย่างทุกๆ 24 ชั Éวโมง เพืÉอวเิคราะห์
ปรมิาณฟีนอลทีÉเหลอื จากนั ÊนทําการทดลองซํÊาข ั Êนตอนเดมิ โดยนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้ํÊา 10 ครั Êง เพืÉอ
ทดสอบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์ตรงึ ว่าสามารถนํากลบัมาใช้งานซํÊาอย่างต่อเนืÉองได้
หรอืไม ่และประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลหลงัการใชง้านแลว้ลดลงหรอืไม ่  
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 5.7 ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ 
 การทดลองนีÊเลือกใช้นํÊาทิÊงจากโรงงานสกดันํÊามนัปาล์มเป็นนํÊาเสยีต้นแบบทีÉมกีารปนเปืÊอนของ     
ฟีนอล  เนืÉองจากสารประกอบฟีนอลถูกสกดัออกมาจากผลปาล์มในระหว่างกระบวนการสกดันํÊามนัปาล์ม
แบบมาตรฐาน (แบบใชนํ้Êา) จงึมกีารปนเปืÊอนของกลุ่มสารดงักล่าวอยูใ่นนํÊาเสยีจากอุตสาหกรรมสกดันํÊามนั
ปาลม์ในปรมิาณมาก ซึÉงเตรยีมตวัอย่างนํÊาทิÊง โดยนํามากรองดว้ยผา้ขาวบาง เพืÉอแยกเอาตะกอนดนิ และ
เศษวสัดุทีÉปนเปืÊอนในนํÊาทิÊงออก แลว้นําไปนึÉงอบฆา่เชืÊอ (autoclave) ทีÉอุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 15 นาท ีก่อนนําไปใช ้
 
  5.7.1 ผลของปริมาณเซลลต์รงึต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล  
  ศกึษาผลของปรมิาณเซลลต์รงึบน EFB ต่อประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอล โดยการแปร
ผนัปรมิาณเซลลต์รงึ 3, 9 และ 18 กรมั (ขนาด 1×1×1 เซนตเิมตร) ในขวดรปูชมพู ่(Erlenmeyer flask) 
ขนาด 250 มลิลลิติร ซึÉงบรรจุนํÊาทิÊง 30 มลิลลิติร ทีÉผา่นการกรองดว้ยผา้ขาวบาง และฆา่เชืÊอจุลนิทรยีใ์นนํÊา
ทิÊงดว้ยการ Autoclave เพืÉอใหไ้ดส้ดัสว่น 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ซึÉงนํÊาทิÊงมปีรมิาณฟีนอลปนเปืÊอน
ประมาณ 30 มลิลกิรมัต่อลติร จากนั Êนนําตวัอยา่งไปบ่มทีÉความเรว็รอบ 130 รอบต่อนาท ีทีÉอุณหภูมหิอ้ง ทาํ
การทดลองตวัอย่างละ 3 ซํÊา เกบ็ตวัอย่าง เพืÉอวเิคราะหป์รมิาณฟีนอลทีÉเหลอืในนํÊาทิÊงตามวธิกีารของ 
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) 
ในหวัขอ้ 5.8.2 เพืÉอคาํนวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ จากผลการทดลองพบว่าปรมิาณ
เซลลต์รงึทีÉสดัสว่น 3:10 (w/v) มปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลสงูทีÉสุด จงึเลอืกใชส้ดัสว่นเซลลต์รงึต่อ
นํÊาเสยีดงักล่าวในการทดลองต่อไป  
  เตรยีมชุดควบคุม เพืÉอศกึษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมต่ีอการลดลงของ   
ฟีนอล (abiotic controls) เชน่ การดดูซบัของฟีนอลบนวสัดุตรงึ โดยชุดควบคุมประกอบดว้ยชิÊนสว่น EFB ทีÉ
ผา่นการฆา่เชืÊอแลว้เตมิในนํÊาทิÊง  
 
  5.7.2 ศึกษาการกระตุ้น (Activation) และการปรบัตวั (Acclimation) ของเซลลต์รงึ  
  เพืÉอเพิÉมประสทิธภิาพของเซลลต์รงึบน EFB ในการย่อยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊง จงึนําเซลล์
ตรงึไปผา่นขั Êนตอนการกระตุน้ดว้ยฟีนอล หรอื การปรบัตวัดว้ยการเจอืจางนํÊาทิÊง หรอืวธิกีารรว่มระหวา่งการ
กระตุน้และการปรบัตวัดงันีÊ 
 
    5.7.2.1 การกระตุ้นเซลลต์รงึด้วยฟีนอล 
   เนืÉองจากกระบวนการตรงึเซลล์แบบเกาะติดทีÉนํามาใช้ในงานวิจยันีÊ ต้องอาศยั
ระยะเวลาในการบ่มเซลลร์ว่มกบัวสัดุไวถ้งึ 6 วนั เพืÉอใหเ้กดิการสงัเคราะหเ์สน้ใย EPS ในการยดึตดิกบัผนงั
ของวสัดุตรงึ EFB ซึÉงในกระบวนการดงักล่าว ไมม่กีารเตมิแหล่งคารบ์อนใดๆ ดงันั Êน ทาํใหเ้ซลลอ์ยูใ่นภาวะ
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ขาดอาหาร และอาจส่งผลต่อการเจรญิ และการผลติเอนไซมท์ีÉเกีÉยวขอ้งในการยอ่ยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊง จงึ
ทดลองนําเซลลต์รงึมากระตุน้ในอาหารเหลวทีÉมกีารเตมิฟีนอล 10 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง 
เพืÉอเป็นการชกันํา และรกัษาการผลติเอนไซมภ์ายในเซลลก์่อนนําไปใช ้จากนั Êนนําเซลลต์รงึมาทดสอบการ
ยอ่ยสลาย   ฟีนอลในนํÊาทิÊงทีÉผา่นการกรองดว้ยผา้ขาวบาง เพืÉอแยกเอาตะกอนดนิและเศษวสัดุทีÉปนเปืÊอนใน
นํÊาทิÊงออก และผา่นการนึÉงอบฆา่เชืÊอ (Autoclave) ทีÉอุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็
ตวัอยา่งเป็นเวลา 7 วนั ซึÉงเกบ็ตวัอยา่งทีÉเวลาเริÉมตน้ (T0) และเวลาสดุทา้ย (T7) เพืÉอวเิคราะหป์รมิาณฟีนอล
ตามวธิกีารของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA 
and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 คาํนวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึเปรยีบเทยีบกบั
เซลลต์รงึทีÉยงัไมผ่า่นการกระตุน้ดว้ยฟีนอล 
  
  นอกจากนั Êนทดสอบการยอ่ยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊงทีÉไมผ่า่นการนึÉงอบฆา่เชืÊอดว้ย (กรองดว้ย
ผา้ขาวบาง เพืÉอแยกเอาตะกอนดนิ และเศษวสัดุทีÉปนเปืÊอนในนํÊาทิÊงออก) เกบ็ตวัอยา่งเป็นเวลา 7 วนั เพืÉอ
วเิคราะหป์รมิาณฟีนอลตามวธิกีารของ Standard Methods for the Examination of Water and 
Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 คาํนวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยอ่ยสลายฟีนอล
ของเซลลต์รงึ 
 
  5.7.2.2 การปรบัตวัของเซลลต์รงึด้วยนํÊาทิÊงทีÉผา่นการเจือจาง 
  เพืÉอลดความพษิจากกลุ่มของสารประกอบฟีนอลทีÉเป็นองค์ประกอบในนํÊาทิÊง ซึÉงอาจมผีล
ยบัยั Êงการทาํงานของแบคทเีรยีตรงึ จงึทดลองนําเซลลต์รงึมาเลีÊยงในนํÊาทิÊงทีÉผา่นการเจอืจาง โดยมกีารปรบั
ความเขม้ขน้ของนํÊาทิÊงใหเ้พิÉมขึÊนอย่างชา้ๆ ทั ÊงนีÊ เพืÉอใหเ้วลาเซลลต์รงึมกีารปรบัตวัก่อนนําไปทดสอบดว้ย
นํÊาทิÊงทีÉไมผ่า่นการเจอืจาง ใชส้ดัสว่นนํÊาทิÊงทีÉฆา่เชืÊอแลว้ต่ออาหารเหลว CFMM  25, 50 และ 100% (v/v) 
ตามลําดบั โดยบ่มตวัอยา่งทีÉความเรว็รอบ 130 รอบต่อนาท ีทีÉอุณหภูมหิอ้ง ทาํการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํÊา 
แลว้เกบ็ตวัอยา่งในวนัทีÉ 0, 1, 3, 5 และ 7 เพืÉอวเิคราะหป์รมิาณฟีนอลตามวธิกีารของ Standard Methods 
for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 
คาํนวณเปอรเ์ซน็ต์การย่อยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม ซึÉงเป็นชิÊนสว่น EFB ทีÉ
ปราศจากเซลล ์
 
  5.7.2.3 วิธีรว่มระหว่างการกระตุ้นและการปรบัตวัของเซลลต์รึง  
  ใชว้ธิกีารขอ้ 5.7.2.1 รว่มกบัวธิกีารขอ้ 5.7.2.2 โดยนําเซลลต์รงึมากระตุน้ในอาหารเหลวทีÉ
มกีารเตมิฟีนอล 10 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง หลงัจากนั Êนนําเซลลต์รงึมาเลีÊยงในนํÊาทิÊงทีÉผา่น
การเจอืจาง โดยมกีารปรบัความเข้มขน้ของนํÊาทิÊงให้เพิÉมขึÊนอย่างช้าๆ ใช้สดัส่วนนํÊาทิÊงทีÉฆ่าเชืÊอแล้วต่อ
อาหารเหลว CFMM  25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดบั โดยบ่มตวัอยา่งทีÉความเรว็รอบ 130 รอบต่อนาท ี
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ทีÉอุณหภูมหิอ้ง ทําการทดลองตวัอย่างละ 3 ซํÊา แลว้เกบ็ตวัอย่างในวนัทีÉ 0, 5, 7 และ 10 เพืÉอวเิคราะห์
ปรมิาณฟีนอลตามวธิกีารของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 
(APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 คาํนวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ 
เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม ซึÉงเป็นชิÊนสว่น EFB ทีÉปราศจากเซลล ์
 
  จากการทดลอง 5.7.2.1 ถงึ 5.7.2.3 เตรยีมชุดควบคุมการทดลองทางกายภาพ และเคมต่ีอ
การลดลงของฟีนอล (abiotic controls) เช่น การดดูซบัของฟีนอลบนวสัดุตรงึ โดยชุดควบคุมประกอบดว้ย
ชิÊนสว่น EFB ทีÉผา่นการฆา่เชืÊอแลว้ เตมิในนํÊาทิÊงทีÉผา่นการฆา่เชืÊอ  
 
  5.7.3 ศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลต์รึงกลบัมาใช้ซํÊา 
  นําเซลล์ตรงึบน EFB ทีÉผ่านการทดสอบการย่อยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊงทีÉความเขม้ขน้ 30 
มลิลกิรมัต่อลติร แลว้จากขอ้ 5.7.2.1 มากรองดว้ย GF/C (ขนาด 45 มลิลเิมตร) ทีÉผ่านการฆา่เชืÊอ ลา้งเซลล์
ดว้ย 0.85% NaCl  2 ครั Êง หลงัจากนั Êนนําเซลลต์รงึทีÉผา่นการใชง้านแลว้ไปทดสอบการยอ่ยสลายฟีนอลซํÊา
ในนํÊาทิÊงทีÉความเขม้ขน้ฟีนอล 30 มลิลกิรมัต่อลติร ในขวดรปูชมพู ่(Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มลิลลิติร 
ซึÉงบรรจุนํÊาทิÊง 30 มลิลลิติร และมเีซลลต์รงึปรมิาณ 9 กรมั จากนั Êนนําตวัอยา่งไปบ่มทีÉความเรว็รอบ 130 
รอบต่อนาท ีทีÉอุณหภมูหิอ้ง ทาํการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํÊา เกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 7 วนั เพืÉอวเิคราะหป์รมิาณฟี
นอลทีÉเหลอื จากนั ÊนทําการทดลองซํÊาข ั Êนตอนเดมิโดยนําเซลล์ตรงึกลบัมาใชซ้ํÊา 10 ครั Êง เพืÉอทดสอบ
ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึว่าสามารถนํากลบัมาใชง้านซํÊาอยา่งต่อเนืÉองไดห้รอืไม่ และ
ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลหลงัการใชง้านแลว้ลดลงหรอืไม ่  
 
 5.8 วิธีวิเคราะห ์
  5.8.1 การวิเคราะหล์กัษณะสมบติัของนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ 
  วเิคราะหล์กัษณะนํÊาทิÊงดว้ยวธิกีารมาตรฐานสาํหรบัการวเิคราะหนํ์ÊาและนํÊาเสยีใน Standard 
Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) โดยวเิคราะห์
คา่พารามเิตอรต่์อไปนีÊดงัแสดงในตารางทีÉ 9 
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ตารางทีÉ 9 การวิเคราะหล์กัษณะสมบติัของนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ 
พารามเิตอร ์ วธิวีเิคราะห ์
Dissolved oxygen (DO) Azide modification 
Biological oxygen demand (BOD) 5 – day BOD test 
Chemical oxygen demand (COD) Open reflux method 
ไนโตรเจน Kjeldahl method 
ฟอสฟอรสั Persulfate / Ascorbic acid method 
สารประกอบฟีนอล (phenols) Colorimetric method 
 
  5.8.2 การวิเคราะหป์ริมาณฟีนอลด้วยเทคนิค colorimetric method  
  วเิคราะหป์รมิาณฟีนอลโดยใชว้ธิมีาตรฐานของ Standard Methods for the Examination 
of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) โดยนําตวัอยา่งนํÊาเสยีทีÉกรองเซลลต์รงึออก
ดว้ยกระดาษกรอง  หรอืตวัอย่างนํÊาเสยีทีÉมเีซลลอ์สิระซึÉงผ่านการป ั ÉนเหวีÉยงทีÉความเรว็รอบ 7,500 รอบต่อ
นาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีมาเตมิสารดงัต่อไปนีÊ 0.5 นอรม์อล สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด ์ 2.5 
มลิลลิติร ฟอสเฟตบฟัเฟอร ์2.5 มลิลลิติร แลว้เตมิ 4-อะมโินแอนตไิพรนี 1 มลิลลิติร และ โปแตสเซยีมเฟอ
รกิไซยาไนด ์1 มลิลลิติร ลงในตวัอยา่งทีÉตอ้งการวเิคราะหฟี์นอล แลว้ตั ÊงทิÊงไว ้15 นาท ีโดยจะเกดิปฏกิริยิา
ระหวา่ง ฟีนอล และ 4-อะมโินแอนตไิพรนี ซึÉงเป็น color reagent ในสภาวะทีÉมโีปแตสเซยีมเฟอรกิไซยาไนด ์
ไดผ้ลติภณัฑเ์ป็น antipyrine dye ทีÉมสีแีดง แลว้วดัค่าการดูดกลนืแสงทีÉ 500 นาโนเมตร เพืÉอหา
เปอรเ์ซน็ตฟี์นอลทีÉเหลอือยูเ่ปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐานของฟีนอลทีÉความเขม้ขน้ต่างๆ 
 
  5.8.3 วิเคราะหก์ารผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย 
  วเิคราะหก์ารผลติ exopolysaccharide ของแบคทเีรยี โดยใชเ้ทคนิค Alcian blue 
adsorption assay เนืÉองจากส ีalcian blue จะยอ้มตดิเฉพาะ exopolysaccharide ทีÉเซลลผ์ลติ ซึÉงไมย่อ้มตดิ
เซลล ์และวสัดุตรงึ ใชว้ธิทีีÉดดัแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993)โดยการเตมิ 1% สารละลายส ี
alcian blue ลงในตวัอยา่งเซลลต์รงึทีÉเลีÊยงในอาหารเหลว CFMM หลงัจากนั Êนเกบ็ตวัอยา่งเซลลต์รงึทีÉบ่มทุก 
24 ชั Éวโมง นําไปเขยา่ทีÉ 80 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 นาท ีและกรองเอาเซลลต์รงึออกดว้ยกระดาษกรอง 
จากนั Êนนําสว่นทีÉเป็นอาหารเหลว (supernatant) ไปวดัค่าการดดูกลนืแสงทีÉ 606 นาโนเมตร ค่าดดูกลนืแสง
ทีÉลดลงในอาหารเหลว หลงัจากส ีalcian blue ถูกดูดซบัโดย exopolysaccharide จะแปรผนัตามค่า 
exopolysaccharide ทีÉเซลลผ์ลติขึÊน ณ เวลาต่างนั Êนๆ โดยเปรยีบเทยีบกบัค่าดูดกลนืแสงของสารละลาย
ตวัอยา่งในระยะเริÉมตน้ตรงึเซลล ์(T0) 
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  5.8.4 การนับจาํนวนแบคทีเรีย และวิเคราะหนํ์Êาหนักเซลลแ์ห้ง 
  การสกดัและนับจํานวนแบคทเีรยีทีÉถูกตรงึบนวสัดุเศษเหลือทะลายปาล์มนํÊามนั ทําตาม
วธิกีารทีÉดดัแปลงจาก Pattanasupong et al. (2004) ขั Êนตอนแรกสกดัเซลลแ์บคทเีรยีใหห้ลุดออกจากวสัดุ
ตรงึก่อนโดยเตมิอาหารเหลว CFMM ลงในหลอดแกว้ทีÉบรรจุเซลลต์รงึแบคทเีรยี ตั ÊงทิÊงไว ้3 นาท ีเพืÉอให้
เซลลส์ามารถหลุดออกจากวสัดุตรงึไดง้า่ย นําไป sonicate  ดว้ยเครืÉอง Ultrasonic bath เป็นเวลา 2 นาท ี
และเขยา่ดว้ยเครืÉอง vortex 2 นาท ีจากนั ÊนทาํซํÊา 2 ครั Êง หลงัจากนั Êนนําสารละลายเซลลแ์ขวนลอยทีÉไดไ้ป
เหวีÉยงแยกเซลลท์ีÉอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 7,500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ี จากนั Êนลา้ง
เซลล์และแขวนลอยเซลล์ดว้ยอาหารเลีÊยงเชืÊอ CFMM ก่อนนําไปวเิคราะหด์งัต่อไปนีÊ (1) นับจํานวน
แบคทเีรยี (CFU ต่อกรมัวสัดุตรงึ) นําสารละลายเซลลม์าเจอืจางเชืÊอแบคทเีรยีโดยวธิ ี 10-fold dilution และ
นบัจาํนวนเซลลด์ว้ยวธิ ีtotal plate count โดยการ Spread plate ซึÉงใชต้วัอยา่ง 100 ไมโครลติร เกลีÉยใหท้ั Éว
อาหารเลีÊยงเชืÊอแขง็ CFMM หลงัจากนั Êนนําเซลลบ์่มทีÉอุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 3-5 วนั มานบัจาํนวนโคโลนี
ในช่วง 30-300 โคโลนี แลว้คํานวณค่า CFU ต่อกรมัวสัดุ และ (2) วเิคราะหนํ์Êาหนักเซลลแ์หง้ โดยนํา
สารละลายเซลลใ์สใ่น crucible นําไปชั ÉงนํÊาหนกั และอบทีÉอุณหภมู ิ103-105 องศาเซลเซยีส ขา้มคนืจนเซลล์
แหง้และนํÊาหนกัคงทีÉ หลงัจากนั Êนปล่อยใหเ้ยน็ในโถดดูความชืÊนแลว้นํามาชั ÉงนํÊาหนกั นํานํÊาหนกัเซลลท์ีÉไดม้า
หาสว่นต่างระหวา่งนํÊาหนกัของสารละลายเซลลก์่อนอบและนํÊาหนกัของสารละลายเซลลห์ลงัอบ ซึÉงจะไดเ้ป็น
ปรมิาณนํÊาหนกัเซลลแ์หง้ทั Êงหมด (Grothe et al., 1999) ผลการวเิคราะหนํ์Êาหนักเซลลแ์หง้มคี่าประมาณ 
1.09-1.13 กรมัต่อมลิลลิติร 
 
  5.8.5 การวิเคราะหค์วามเข้มสีในนํÊาทิÊง 
  วเิคราะหค์วามเขม้สโีดยใชว้ธิมีาตรฐานของ Standard Methods for the Examination of 
Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) โดยนําตวัอยา่งนํÊาทิÊงก่อนและหลงับําบดั 
นํามาป ั ÉนเหวีÉยงทีÉความเรว็รอบ 10,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีเพืÉอกําจดัของแขง็แขวนลอย จนได้
ตวัอย่างทีÉใส นําตวัอย่างส่วนใสเจอืจางดว้ยนํÊากลั ÉนทีÉความเจอืจาง 5 เท่า วดัค่าการดดูกลนืแสงทีÉความยาว
คลืÉน 475 นาโนเมตร เพืÉอคาํนวณเปอรเ์ซน็ตค์วามเขม้สทีีÉเหลอือยูโ่ดยเปรยีบเทยีบกบัความเขม้ส ีณ เริÉมตน้
การทดลอง ไดต้วัอยา่งทีÉใส นําตวัอย่างส่วนใสเจอืจางดว้ยนํÊากลั ÉนทีÉความเจอืจาง 5 เท่า วดัค่าการดดูกลนื
แสงทีÉความยาวคลืÉน 475 นาโนเมตร เพืÉอคาํนวณเปอรเ์ซน็ต์ความเขม้สทีีÉเหลอือยูโ่ดยเปรยีบเทยีบกบัความ
เขม้ส ีณ เริÉมตน้การทดลอง  
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6. ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
 6.1 การผลิต extracellular polymeric substance (EPS) ของแบคทีเรียแต่ละชนิด 
 การศกึษานีÊสนใจตรงึเซลล์แบคทเีรยีบนวสัดุเศษเหลือปาล์มนํÊามนัโดยอาศยัการเกาะติดด้วยวธิี
ธรรมชาต ิ(self-attachment immobilization) โดยอาศยัการสงัเคราะห ์EPS ของเซลล ์(Vandevivere and 
Kirchman, 1993; Obuekwe and Al-Muttawa, 2001; Olofsson et al., 2003; Suttinun et al., 2010)   
ผูว้จิยัจงึเริÉมจากการศกึษาความเป็นไปไดใ้นการผลติ EPS ของแบคทเีรยี Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 ในภาวะขาดแคลนแหล่งคารบ์อน (carbon starvation) โดยนําแบคทเีรยีแต่ละชนิด
บ่มรว่มกบัชิÊนสว่นทะลายเปล่าปาลม์นํÊามนั (empty fruit bunch; EFB) เกบ็ตวัอยา่งทุก 24 ชั Éวโมง เพืÉอ
ศกึษาปรมิาณการผลติ EPS ของแบคทเีรยีแต่ละชนิด ทั ÊงนีÊวเิคราะหก์ารผลติ EPS โดยใชว้ธิ ีAlcian blue 
adsorption assay ตามวธิกีารซึÉงดดัแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993)   ปรมิาณ EPS ทีÉผลติ
ขึÊนคดิจากการลดลงของค่า absorbance ทีÉ 606 นาโนเมตร ในสารละลายตวัอยา่ง  เนืÉองจากสจีะถูกดดูซบั
โดย EPS ทีÉเซลล์ผลติขึÊนมา กําหนดให ้A606  ของวนัทีÉเริÉมตน้ทดลอง (T0) มคี่า baseline เท่ากบั 100% 
จากผลการทดลองในรูปทีÉ 9 แสดงใหเ้หน็ว่าในช่วง 3 วนัแรก ค่าสทีีÉ A606 ในสารละลายตวัอย่างของ
แบคทเีรยีทั Êง 2 ชนิด มคีา่ไมเ่ปลีÉยนแปลง แต่หลงัจากวนัทีÉ 3 ถงึวนัทีÉ 6 พบการลดลงของสทีีÉ A606  ประมาณ 
70% ในตวัอยา่งของ Methylobacterium  sp. NP3 แสดงวา่เซลลม์กีารผลติ EPS เพิÉมขึÊนอยา่งต่อเนืÉอง และ
รวดเรว็ในชว่ง 3 วนัดงักล่าว  หลงัจากนั Êนเปอรเ์ซน็ตก์ารลดลงของสทีีÉ A606 เริÉมคงทีÉ ซึÉงแสดงวา่เซลลม์อีตัรา
การผลติ EPS คงทีÉหลงัจากวนัทีÉ 6 ในขณะทีÉ Acinetobacter sp. PK1 สามารถลดสไีดป้ระมาณ 50% 
ในช่วงวนัทีÉ 3 ถงึ 6 และมเีปอรเ์ซน็ตก์ารลดลงของสคีงทีÉประมาณ 70% หลงัจากวนัทีÉ 7 นอกจากนั Êนพบว่า 
Methylobacterium  sp. NP3 มอีตัราในการสงัเคราะหเ์สน้ใย EPS ไดเ้รว็กว่า Acinetobacter sp. PK1 
อยา่งไรกต็าม ชุดควบคุมซึÉงเป็นวสัดุตรงึเพยีงอยา่งเดยีว (ปราศจากเซลล)์ มกีารลดลงของส ี alcian blue 
น้อยมาก ประมาณ 0-5%  ทั ÊงนีÊอาจเนืÉองมาจากปจัจยัทางกายภาพ (abiotic factors) อืÉนๆ เช่น การเกาะตดิ
ของสบีรเิวณขวดทดลอง เป็นตน้ 
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รปูทีÉ 9 เปอรเ์ซน็ต์การลดลงของส ีAlcian blue ทีÉ A606 จากการผลติ  EPS ของเซลล์แบคทเีรยี  
Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 เพืÉอเกาะตดิบน EFB 
  
  โดยทั Éวไป EPS ทาํหน้าทีÉเสมอืนกาวใหเ้ซลลย์ดึตดิกบัพืÊนผวิของวสัดุ และเป็นสว่นสาํคญัทีÉ
ชว่ยใหเ้กดิการปกคลุมเซลลใ์นรปูแบบฟิลม์ชวีภาพ (biofilm) องคป์ระกอบของ EPS ไดแ้ก่ คารโ์บไฮเดรต 
โปรตนี ดเีอน็เอ และไขมนั ซึÉงสดัสว่นจะมคีวามแตกต่างกนัขึÊนอยูก่บัชนิดของจุลนิทรยี ์และภาวะแวดลอ้ม 
(Rosche et al., 2009)  อยา่งไรกต็ามทั Êงปรมิาณ และองคป์ระกอบของ EPS มผีลต่อศกัยภาพในการ
เกาะตดิของแบคทเีรยีบนพืÊนผวิวสัดุ ทั ÊงนีÊมรีายงานวา่ในภาวะขาดแคลนแหล่งคารบ์อน หรอืมไีนโตรเจน
เพยีงพอ อาจสง่ผลต่อการเปลีÉยนแปลงคณุสมบตัดิา้น hydrophobic ของพืÊนผวิของแบคทเีรยี รวมถงึ
คุณสมบตักิารเกาะตดิพืÊนผวิวสัดุดว้ย โดยในภาวะนีÊเซลลจ์ะเปลีÉยนไนโตรเจนไปเป็นโปรตนี และ amino 
acid ใน EPS ทาํใหค้า่ hydrophobicity ของเซลลเ์พิÉมขึÊน ซึÉงชว่ยเพิÉมการเกาะตดิของเซลลบ์นวสัดุดว้ย
เชน่กนั (Sanin et al., 2003)  จากการศกึษาทีÉผา่นมารายงานวา่ทั Êงแบคทเีรยีในจนีสั Acinetobacter และ 
Methylobacterium สามารถผลติ EPS ทีÉมคีวามหลากหลายขององคป์ระกอบทางเคม ีเชน่ จนีสั 
Acinetobacter อาจผลติ EPS ทีÉมอีงคป์ระกอบ ไดแ้ก่ D-galactose, D-2-acetamido-2-deoxy-D-glucose, 
3-(L-2-hydroxypropionamido)-3,6-dideoxy-D-galactose, rhamnose,3-deoxy-3-(D-3 
hydroxybutyramido)-D-quinovose, S-(+)-2-(4-sobutylphenyl)proprionicacid หรอื lipopolysaccharide 
33 
 
(Haseley et al.,1997; Kunii et al., 2001) ในขณะทีÉ Methylobacterium ผลติ EPS ทีÉมลีกัษณะเป็น slime 
สชีมพ ูซึÉงมอีงคป์ระกอบหลกัจาํพวก α-(1,3)-galactan polysaccharide (Verhoef et al., 2003) เป็นตน้ 
 
 6.2 การพฒันาเซลลต์รึงบนวสัดเุศษเหลือปาลม์นํÊามนั 
  6.2.1 คณุสมบติัของวสัดตุรงึเซลล ์
 การทดลองนีÊใชว้สัดุเศษเหลอืปาล์มนํÊามนั 2 ชนิด เป็นวสัดุตรงึเซลล์ ไดแ้ก่ เสน้ใยปาล์ม
นํÊามนั (pericarp fiber: PF) และทะลายเปล่าปาลม์นํÊามนั (empty fruit bunch: EFB) ซึÉงเป็นวสัดุเศษเหลอื
จากกระบวนการสกดันํÊามนัปาล์ม  การใชว้สัดุตรงึเซลลด์งักล่าว เป็นทางเลอืกหนึÉงในการนําของเสยีมาใช้
ประโยชน์ และยงัเป็นการกําจดัของเสยีอกีทางหนึÉงดว้ย  นอกจากนีÊยงัช่วยลดค่าใชจ้่ายในการสั ÉงซืÊอ หรอื
สงัเคราะหว์สัดุตรงึเซลลท์ีÉมรีาคาแพง รวมทั Êงมวีธิกีารเตรยีมวสัดุ และขั Êนตอนการตรงึเซลลท์ีÉไมยุ่่งยาก จาก
การศกึษาลกัษณะพืÊนผวิของวสัดุทั Êง 2 ชนิด โดยการส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด 
(SEM) แสดงใหเ้หน็ดงัรปูทีÉ 10  พบว่าลกัษณะพืÊนผวิของวสัดุทั Êงสองชนิดประกอบดว้ยโครงสรา้งซบัซอ้น 
พืÊนผวิค่อนขา้งขรุขระ มลีกัษะเป็นรพูรุนคลา้ยรงัผึÊงดงัรปูทีÉ 10 (a-d) โดยสว่นใหญ่พบจาํนวนของรพูรุนใน
ทะลายปาลม์นํÊามนั (รปูทีÉ 10 c-d) มากกวา่เสน้ใยปาลม์นํÊามนั (รปูทีÉ 10 a-b) เลก็น้อย 
 
 จากการวเิคราะหค์ุณสมบตัทิางกายภาพ-เคมขีองวสัดุดงักล่าว (ตารางทีÉ 10) พบวา่วสัดุ PF 
(2.16%) มปีรมิาณสารอาหารไนโตรเจนมากกว่า EFB (0.91%) ในขณะทีÉวสัดุทั Êง 2 ชนิด มปีรมิาณ
ฟอสฟอรสัใกลเ้คยีงกนั คอืประมาณ 0.21-0.22% อกีทั Êงมปีรมิาณคารบ์อนรวมทั Êงหมด 35.93% ใน PF และ 
41.49% ใน EFB  อยา่งไรกต็าม ปรมิาณสารอาหารทีÉมใีนวสัดุ อาจสง่ผลโดยตรงต่อปรมิาณการผลติ และ
องคป์ระกอบของ EPS ทีÉเซลลส์รา้งขึÊน ทั ÊงนีÊปรมิาณและองคป์ระกอบของ EPS มผีลต่อศกัยภาพในการ
เกาะตดิของแบคทเีรยีบนพืÊนผวิวสัดุ นอกจากนั Êนพบว่าวสัดุทั Êง 2 ชนิด มคีุณสมบตัทิางกายภาพ ไดแ้ก่ เสน้
ผา่นศูนยก์ลางรพูรุนเฉลีÉย (average pore diameter) และพืÊนทีÉผวิจาํเพาะ(specific surface area) ใกลเ้คยีง
กนั นั Éนคอื มคี่าประมาณ 4.24 (EFB) และ 5.01 (PF) nm และ 4.17 (EFB) และ 5.45 (PF) m2g-1 
ตามลําดบั อยา่งไรกต็าม EFB มคี่าปรมิาตรรพูรุนทั Êงหมด (total pore volume) มากกว่า PF ถงึ 64 เท่า 
โดย EFB มคี่าปรมิาตรรพูรุนทั Êงหมด 0.44 cc g-1 ในขณะทีÉ PF  มคี่าปรมิาตรรพูรุนทั Êงหมดเท่ากบั 0.0068 
cc g-1  ซึÉงค่าทีÉไดเ้ป็นไปในทศิทางเดยีวกบัภาพถ่าย  SEM  ซึÉงเหน็ว่า EFB มจีาํนวนรพูรุนสงูกว่า PF และ
จากการศกึษาประจุของพืÊนผวิวสัดุทั Êงสองโดย zeta potential analyzer  พบว่าใหค้่าประจุลบ ประมาณ -
25.23 mV (EFB) และ -25.30 mV (PF) 
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                (a)      (b) 
        
            (c)      (d) 
 
รปูทีÉ 10 ลกัษณะพืÊนผวิของวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนัสอ่งโดย SEM กาํลงัขยาย 250x-500x; เสน้ใยปาลม์
นํÊามนั (a-b) และทะลายปาลม์นํÊามนั (c-d) 
 
  หากเปรยีบเทยีบกบัวสัดุตรงึชนิดอืÉนทีÉนํามาใชใ้นการบาํบดันํÊาเสยี เชน่ ทราย หรอื ผงกรอง 
(Celite) ซึÉงมปีรมิาตรรูพรุนทั Êงหมดอยู่ในช่วงระหว่าง 0.055-1.050 cc g-1 และพืÊนทีÉผวิประมาณ 3.690 
(ผงกรอง) และ 0.755 (ทราย) m2g-1 (Wang et al., 2005) แสดงว่า EFB มปีรมิาตรรพูรุนทั Êงหมดระดบัปาน
กลาง ในขณะทีÉ PF มคี่าดงักล่าวค่อนขา้งน้อย อย่างไรกต็าม วสัดุเศษเหลอืทั ÊงสองมพีืÊนทีÉผวิสูงกว่าทราย 
และผงกรอง  นอกจากนั Êน Ng et al. (2004)  ศกึษาการตรงึ Thiomonas sp. บนถ่านกมัมนัต ์(activated 
carbon) เพืÉอกําจดั H2S จากระบบบําบดันํÊาเสยี พบว่าปจัจยัของพืÊนทีÉผวิ ปรมิาตรของรูพรุน และการ
กระจายของรพูรุนมผีลต่อการยดึเกาะ และการเจรญิของเซลล ์ซึÉงทําใหเ้พิÉมประสทิธภิาพในการกําจดั H2S 
อย่างไรกต็าม หากเปรยีบเทยีบกบัวสัดุสงัเคราะห ์เช่น ซลิกิา จะเหน็ไดว้สัดุทีÉสงัเคราะหข์ึÊน มขีอ้ไดเ้ปรยีบ
ในเชงิสมบตัทิางกายภาพดกีว่าเศษวสัดุเหลอืใช ้โดย Khongkheam et al. (2011) รายงานว่าซลิกิาทีÉ
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สงัเคราะหเ์พืÉอใชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลล ์ในการยอ่ยสลาย ฟีนอล มปีรมิาตรรพูรุนทั Êงหมด 0.87 cc g-1 เสน้ผา่น
ศนูยก์ลางรพูรุนเฉลีÉย 8.75 nm และพืÊนทีÉผวิ 397.79 m2g-1 ซึÉงทาํใหส้ามารถตรงึเซลลแ์บคทเีรยีปรมิาณมาก
ไวใ้นวสัดุไดด้กีวา่วสัดุจากธรรมชาต ิ 
 
ตารางทีÉ 10 คณุสมบติัของวสัดเุศษเหลือปาลม์นํÊามนัทีÉใช้เป็นวสัดตุรึงเซลล ์
 
หมายเหต ุ: Zeta potential ของแบคทเีรยี Methylobacterium sp. NP3 = -6.27 mV, Acinetobacter sp. 
PK1 = -6.90 mV 
 
  6.2.2 การตรงึเซลลแ์บคทีเรียบนวสัดเุศษเหลือปาลม์นํÊามนั 
  การทดลองนีÊจงึสนใจศกึษาระยะเวลาทีÉเหมาะสมในการเกาะตดิของเซลลแ์บคทเีรยีบนวสัดุ
ตรงึ โดยพจิารณาจากการผลติ EPS ของเซลลแ์บคทเีรยี โดยใชว้ธิ ีAlcian blue adsorption assay จากผล
การทดลองในรปูทีÉ 11 แสดงใหเ้หน็ว่า ในช่วง 3 วนัแรก เซลลม์กีารผลติ EPS ในวสัดุทั Êง 2 ชนิด ในปรมิาณ
น้อยประมาณ 1-8% หลงัจากวนัทีÉ 3 พบว่าเซลลแ์บคทเีรยีผลติ EPS เพิÉมขึÊนอยา่งรวดเรว็ โดยในวนัทีÉ 6 มี
ปรมิาณ EPS ทีÉผลติขึÊนจากเซลลท์ีÉตรงึบนวสัดุทั Êง 2 ประมาณ 80% หลงัจากนั Êนเปอรเ์ซน็ตก์ารลดลงของสทีีÉ 
A606 เริÉมคงทีÉในตวัอย่างเซลล์ตรงึบน EFB ซึÉงแสดงว่าเซลล์มอีตัราการผลติ EPS คงทีÉนับจากวนัทีÉ 6 
ในขณะทีÉเซลลต์รงึบน PF ยงัคงผลติ EPS อยา่งต่อเนืÉองจนเริÉมคงทีÉในวนัทีÉ 8 อยา่งไรกต็าม ชุดควบคุมซึÉง
เป็นวสัดุตรงึเพยีงอยา่งเดยีว (ปราศจากเซลล)์ มกีารลดลงของส ีAlcian blue น้อยมากประมาณ 0-5% ทั ÊงนีÊ
สทีีÉลดลงอาจเนืÉองมาจากปจัจยัทางกายภาพอืÉนๆ (abiotic factor) เช่น การเกาะตดิของสบีรเิวณขวดทดลอง 
องคป์ระกอบ 
ชนิดของวสัด ุ
ทะลายเปล่าปาลม์นํÊามนั 
(EFB) 
เส้นใยปาลม์นํÊามนั 
(PF) 
Nitrogen (%): 0.91 2.16 
Phosphorus (%): 0.22 0.21 
TOC (%): 41.49 35.93 
Total pore volume  (cc g-1) 0.44 0.0068 
Specific surface area (m2g-1) 4.17 5.45 
Average pore diameter (nm) 4.24 5.01 
Zeta potential (mV) Negative 
(-25.23) 
Negative 
(-25.30) 
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หรอืเกดิจากกระบวนการโฟโตออกซเิดชนั (photo oxidation) เป็นตน้ ดงันั Êนจงึตรงึเซลลใ์นช่วงเวลา 6 และ 
8 วนั  สําหรบัเซลล์ตรงึบน EFB และ PF ตามลําดบั ก่อนนําเซลล์ตรงึไปทดสอบประสทิธภิาพการย่อย
สลายฟีนอลในนํÊาเสยี ซึÉงชว่ยลดการหลุดของเซลลจ์ากวสัดุตรงึระหวา่งการนําไปใช ้
 
 
รปูทีÉ 11 เปอรเ์ซน็ตก์ารลดลงของส ีAlcian blue ทีÉ A606 จากการผลติ EPS ของเซลลแ์บคทเีรยี ระหว่างการ
ตรงึเซลลบ์น EFB และ PF เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมซึÉงเป็นวสัดุเพยีงอยา่งเดยีวไมม่เีซลล ์
 
  จากการศกึษาประสทิธภิาพของการตรงึเซลล ์โดยการนับจํานวนเซลลแ์บคทเีรยีทีÉเกาะตดิ
กบัวสัดุ และเซลล์อสิระทีÉยงัคงหลงเหลอือยู่ในอาหารเหลว ดงัตารางทีÉ 11 ผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่า 
ประสทิธภิาพการตรงึเซลลบ์น EFB เทา่กบั 17% ในขณะทีÉการตรงึเซลลบ์น PF มปีระสทิธภิาพน้อยกว่า ซึÉง
มคี่าประมาณ 6%  ซึÉงสอดคลอ้งกบัผลการวเิคราะหด์ว้ย SEM ทีÉแสดงว่าลกัษณะแบคทเีรยีทีÉถูกตรงึบน 
EFB (รปูทีÉ 12 c-d) มกีารจบัตวัอยา่งหนาแน่นมากกว่าแบคทเีรยีทีÉถูกตรงึบน PF (รปูทีÉ 12 a-b)  ทั ÊงนีÊอาจ
เนืÉองมาจาก EFB มลีกัษณะพืÊนผวิทีÉมคีวามซบัซอ้น และมคีวามเป็นรพูรุนสงู ซึÉงช่วยในการเพิÉมพืÊนทีÉผวิใน
การเกาะตดิของเซลลใ์นวสัดุไดม้ากกว่า PF ดงัจะเหน็ไดจ้ากคุณสมบตัคิ่า total pore volume ทีÉสงูมากกว่า
หลายเท่า (ตารางทีÉ 10) อยา่งไรกต็าม ปรมิาณ และอตัราการผลติ EPS ยงัขึÊนอยู่กบัปจัจยัอืÉนๆ อกีดว้ย 
เชน่ องคป์ระกอบของวสัดุ เชน่ ปรมิาณอนิทรยีค์ารบ์อน ไนโตรเจน และฟอสฟอรสั  
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ตารางทีÉ 11 ประสทิธภิาพการตรงึเซลลบ์น EFB และ PF ทีÉระยะเวลาการตรงึเซลล ์6 และ 8 วนั  
 
ชนิดของเซลล์
ตรึง 
จาํนวนเซลลท์ั Êงหมด
ในวสัด ุ(0.5 กรมั) 
(x 1010CFU) 
จาํนวนเซลลท์ั Êงหมดใน
อาหารเหลว CFMM (5 
mL) (x 1010CFU) 
ประสิทธิภาพ
การตรงึเซลล ์
(%) 
เซลลต์รงึบน EFB 1.14 5.65 17 
เซลลต์รงึบน PF 1.81 28.4 6 
 
  จากผลการทดลองมคีวามสอดคลอ้งกบังานวจิยัทีÉผ่านมา ซึÉงพบว่าในระหว่างกระบวนการ
ตรงึเซลล์แบบเกาะตดิ (Attachment immobilization) เซลล์แบคทเีรยีทีÉถูกดูดซบับนผวิวสัดุจะมกีาร
สงัเคราะหโ์ครงสรา้งขึÊนมาภายนอกเซลลจ์ําพวก EPS เช่น Quek et al. (2006) รายงานว่าเซลลต์รงึ 
Rhodococcus sp. F92 บน polyurethane foam สามารถยอ่ยสลายอลัเคนในผลติภณัฑปิ์โตรเลยีมไดด้ ีโดย
เซลลม์กีารผลติเสน้ใยจาํพวก EPS ซึÉงสามารถตรวจพบโดยการสอ่งดว้ย SEM เสน้ใยเหล่านีÊทาํหน้าทีÉใน
การสรา้ง monolayer ทีÉแขง็แรงคงทน และบางเซลลถู์กหอ่หุม้ไวภ้ายในเสน้ใย ซึÉงช่วยใหเ้กดิการเกาะตดิกบั
พืÊนผวิวสัดุตรงึไดด้ขีึÊน จากการศกึษาของ Obuekwe and Muttawa (2001) รายงานว่าเซลล ์ Arthrobacter 
sp. ทีÉตรงึบนรําขา้ว  สามารถย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคารบ์อนในนํÊามนัดบิได ้และพบว่าเซลล์มกีาร
สรา้ง  EPS  ในการยดึเกาะกบัวสัดุตรงึ นอกจากนั Êนจากการศกึษาของ Prieto et al. (2002) รายงานว่า
เซลลต์รงึ Rhodococcus erythropolis UPV-1 บน Biolite® และ diatomaceous earth ในระบบ packed-
bed reactor สามารถยอ่ยสลายฟีนอลในนํÊาเสยีสงัเคราะหแ์ละนํÊาเสยีโรงงานผลติเรซนิไดด้ ีและพบวา่เซลลม์ี
การสรา้ง EPS เป็นโครงขา่ยของเสน้ใยทีÉมลีกัษณะเป็นไบโอฟิลม์  เพืÉอหอ่หุม้เซลล ์และยดึเกาะกบัวสัดุตรงึ  
 
  ทั ÊงนีÊกระบวนการดดูซบั (Adsorption) ของเซลลแ์บคทเีรยีระหว่างการเกาะตดิบนวสัดุตรงึ
เกดิขึÊนไดจ้ากหลายกระบวนการ เช่น โดยอาศยัปฏกิริยิาระหว่างกลุ่ม hydrophobic บนพืÊนผวิของวสัดุ และ
โครงสรา้งพืÊนผวิของเซลลแ์บคทเีรยี (Cohen, 2001) และ/หรอืความแตกต่างของประจุบนพืÊนผวิ (Surface 
charge) ของวสัดุและแบคทเีรยี จากผลการวเิคราะหป์ระจุในการทดลองนีÊ (ตารางทีÉ 10) พบว่าพืÊนผวิของ
แบคทเีรยีและวสัดุตรงึทั Êง 2 ชนิด มปีระจุลบ  อยา่งไรกต็าม ค่าระดบัประจุทีÉแตกต่างกนัอาจเป็นสาเหตุหนึÉง
ของกลไกการดดูซบัทีÉเกดิขึÊนระหวา่งการตรงึเซลล ์
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(a)                 (b) 
         
(c)                  (d) 
 
รปูทีÉ 12 การเกาะตดิของเซลลใ์นวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนัสอ่งโดย SEM กําลงัขยาย 3000x-10000x; เสน้
ใยปาลม์นํÊามนั (a-b) และทะลายปาลม์นํÊามนั (c-d)  
 
  6.2.3 การคดัเลือกวสัดตุรึงเซลล ์
  การคดัเลอืกชนิดของวสัดุตรงึระหว่าง EFB และ PF เพืÉอเลอืกเซลลต์รงึทีÉมปีระสทิธภิาพใน
การยอ่ยสลายฟีนอลไดด้ทีีÉสุด  พบว่าเซลลต์รงึบน EFB และเซลลต์รงึบน PF สามารถลดปรมิาณฟีนอล ทีÉ
ความเขม้ขน้ฟีนอลเริÉมตน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ไดป้ระมาณ 98% ภายในเวลา 8 และ 12 ชั Éวโมง ตามลําดบั 
(รูปทีÉ 13)  ซึÉงแสดงใหเ้หน็ว่าเซลล์ตรงึบน EFB มอีตัราการกําจดัฟีนอลสูงกว่าเซลล์ตรงึบน PF  
นอกจากนั ÊนเมืÉอเปรยีบเทยีบชุดควบคุม ซึÉงประกอบดว้ยวสัดุตรงึแต่ละชนิดทีÉปราศจากเซลล ์ พบว่าชิÊนสว่น 
EFB ดูดซบัฟีนอลไดน้้อยกว่าชุดควบคุม PF ทั ÊงนีÊอาจเนืÉองมาจากคุณสมบตัทิางกายภาพ-เคมขีองวสัดุทีÉ
แตกต่างกนั เช่น ปรมิาณรูพรุนทั Êงหมด พืÊนทีÉผวิ ปรมิาณคารบ์อน อาจมผีลต่อการดูดซบัปรมิาณฟีนอลทีÉ
แตกต่างกนั ซึÉงการดูดซบัของฟีนอลโดยวสัดุตรงึนีÊ อาจส่งผลให้ประสทิธิภาพการย่อยสลายฟีนอลทาง
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ชวีภาพโดยแบคทเีรยีตํÉาลง  เนืÉองจากมวลของสารทีÉถูกดดูซบัไว ้ทาํใหส้ารถูกกําจดัไดย้ากขึÊน  เพราะฉะนั Êน 
จากผลการทดลองขา้งตน้จงึเลอืกใชเ้ซลลต์รงึบน EFB มาใชท้ดสอบในขั Êนตอนต่อไป  เนืÉองจากวสัดุดงักล่าว
มปีระสทิธภิาพในการตรงึเซลล์สูงกว่า PF ซึÉงช่วยส่งเสรมิการย่อยสลายฟีนอลโดยจุลนิทรยีไ์ดด้ ีและดูด
ซบัฟีนอลน้อย จงึมคีวามเหมาะสมในการนําไปประยกุตใ์ช ้เพืÉอยอ่ยสลายฟีนอลในนํÊาเสยี 
 
 
รปูทีÉ 13 ปรมิาณฟีนอลทีÉเหลอืหลงัจากถูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB และ PF เปรยีบเทยีบกบัชุด
ควบคุม (วสัดตุรงึทีÉไมม่เีซลล)์ ใชค้วามเขม้ขน้ฟีนอลเริÉมตน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร 
  
 6.3 ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึบน  EFB ในอาหารเลีÊยงเชืÊอ CFMM 
  6.3.1 ผลของปริมาณเซลลต์รงึต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล  
   ศกึษาปรมิาณเซลลต์รงึทีÉเหมาะสม ซึÉงมปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลไดด้ทีีÉสุด โดย
แปรผนัปรมิาณเซลลต์รงึบน EFB 0.5, 1.5 และ 3.0 กรมั  เพืÉอใหไ้ดส้ดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว CFMM 
เท่ากบั 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) และใชค้วามเขม้ขน้ของฟีนอล 30 มลิลกิรมัต่อลติร จากผลการทดลอง 
แสดงใหเ้หน็ว่าการเตมิเซลลต์รงึ 0.5 กรมั (1:10 w/v) ใหป้ระสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลสงูถงึ 98% 
ภายในเวลา 24 ชั Éวโมง (รปูทีÉ 14)  ดงันั Êนการเตมิเซลลต์รงึเพิÉมขึÊนเป็น 1.5 และ 3.0 กรมั จงึไมม่ผีลในการ
เพิÉมประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลอย่างมนีัยสําคญั ทั ÊงนีÊอาจกล่าวไดว้่าปรมิาณเซลล์ 0.5 กรมั หรอื
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สดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว 1:10 มปีรมิาณเซลลแ์บคทเีรยีเพยีงพอในการย่อยสลายมวลของฟีนอลทีÉ
เติมลงไปในอาหารเลีÊยงเชืÊอ อกีทั Êงปรมิาณเซลล์ทีÉมากเกนิไป อาจทําใหเ้กดิขอ้จํากดัในการแพร่ผ่านของ
สารฟีนอล และออกซเิจนเขา้สู่เซลล์ตรงึ รวมถงึการเตมิปรมิาณเซลล์ตรงึเพิÉมขึÊน อาจทําใหเ้กดิการดูดซบั
ของฟีนอลในเซลล์ และวสัดุตรงึมากขึÊน  ซึÉงส่งผลต่อความยั Éงยนืในการย่อยสลายฟีนอลทางชวีภาพได ้ 
ในขณะทีÉชุดควบคุมซึÉงเป็นวสัดุปราศจากเซลลม์ฟีีนอลลดลงประมาณ 3-7% ซึÉงเกดิจากปจัจยัทาง abiotic  
จะเหน็ว่าเมืÉอมปีรมิาณวสัดุมากขึÊนจะทําใหป้รมิาณฟีนอลถูกกําจดัมากขึÊน  และสดัส่วนเซลล์ตรงึต่ออาหาร
เหลว 1:10 (w/v) มกีารกําจดัฟีนอลลดลงอย่างมนีัยสําคญั เมืÉอเทยีบกบัสดัส่วนเซลล์ตรงึต่ออาหารเหลว 
3:10 และ 6:10 (w/v)   
 
  เพราะฉะนั Êนจงึเลอืกใชส้ดัส่วนของเซลล์ตรงึต่ออาหารเหลวทีÉ 1:10 (w/v) มาศกึษา
ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลทีÉความเขม้ขน้ต่างๆ ในขั Êนตอนต่อไป  อยา่งไรกต็าม เนืÉองจากการทดลอง
นีÊไมไ่ดม้กีารศกึษาการใชเ้ซลลต์รงึต่ออาหารเหลวในปรมิาณน้อยกว่าสดัสว่น 1:10 (w/v)  ซึÉงอาจเป็นไปได้
ว่าถ้าใชป้รมิาณเซลล์ตรงึน้อยกว่านีÊ ประสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลอาจยงัมคี่าใกล้เคยีงกบัสดัส่วน
ขา้งตน้ ซึÉงแสดงวา่เซลลต์รงึมคีวามสามารถในการยอ่ยสลายฟีนอลไดด้ถีงึแมจ้ะใชใ้นปรมิาณน้อย 
 
 
รปูทีÉ 14 ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของสดัสว่นเซลลต์รงึบน EFB ต่ออาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว CFMM 
1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) โดยมคีวามเขม้ขน้ฟีนอลเริÉมตน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร  
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หมายเหตุ: เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลระหว่างสดัส่วนเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว 1:10, 
3:10 และ 6:10 (w/v) ของเซลล์ตรงึบน EFB มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ิเมืÉอตวัอกัษร
ภาษาองักฤษตวัใหญ่แตกต่างกนั, เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลระหว่างเซลลต์รงึบน EFB 
และชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลล์ในแต่ละสดัส่วนเซลล์ตรงึต่ออาหารเหลว มคีวามแตกต่างอย่างมี
นัยสาํคญัทางสถติ ิ เมืÉอตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเลก็แตกต่างกนั และเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการย่อย
สลายฟีนอลระหว่างสดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ของ EFB ปราศจากเซลล ์
มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ เมืÉอตวัอกัษรภาษาไทยแตกต่างกนั (ทีÉระดบัความเชืÉอมั Éน 95%, 
P<0.05) 
 
  6.3.2 ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายฟีนอลทีÉความเข้มขน้ต่าง ๆ 
  นําเซลลต์รงึบน EFB โดยใชอ้าหารเลีÊยงเชืÊอปรมิาตร 5 มลิลลิติร ต่อเซลลต์รงึบน EFB 
ปรมิาณ 0.5 กรมั มาทดสอบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว CFMM ทีÉมกีารแปร
ผนัความเขม้ขน้ฟีนอลตั Êงแต่ 10, 30, 50, 100, 500 และ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร เปรยีบเทยีบกบัเซลลอ์สิระ 
(108 CFU/มลิลลิติร) ทีÉความเขม้ขน้ฟีนอลดงักล่าวขา้งต้น ในดา้นประสทิธภิาพของเปอรเ์ซน็ต์การลดลง
ของฟีนอล (% phenol removal)  ค่าคงทีÉอตัราการย่อยสลายฟีนอล (first-order degradation rate 
constant: k1) และอตัราการยอ่ยสลายฟีนอลจาํเพาะสงูสุด (maximum specific degradation rate: k2)  ซึÉง 
k1 และ k2 เป็นพารามเิตอรท์ีÉช่วยใหส้ามารถเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพระหว่างสองระบบไดช้ดัเจนขึÊน ใน
กรณีปรมิาณเซลลเ์ริÉมตน้ของเซลลต์รงึ และเซลลอ์สิระอาจไมเ่ท่ากนั  จากผลการทดลอง (รปูทีÉ 15, 16 และ
ตารางทีÉ 12) แสดงใหเ้หน็ว่าทีÉความเขม้ขน้ฟีนอล 10 มลิลกิรมัต่อลติร เซลลอ์สิระสามารถบําบดัฟีนอลได้
ดกีว่าเซลลต์รงึ ซึÉงมคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั (P < 0.05) โดยสามารถลดปรมิาณฟีนอลได ้95% และ 
80% ตามลําดบั ภายในเวลา 24 ชั Éวโมง มคี่า k1 เท่ากบั 0.38 และ 0.31 h-1 และมคี่า k2 เท่ากบั 0.0010 
และ 0.0013 มลิลกิรมัฟีนอลต่อมลิลกิรมัเซลลต่์อชั Éวโมง ตามลําดบั  อย่างไรกต็ามเมืÉอความเขม้ขน้ฟีนอล
เพิÉมขึÊนตั Êงแต่ 30–5,000 มลิลกิรมัต่อลติร พบว่าเซลลต์รงึสามารถกําจดัฟีนอลไดด้กีว่าเซลลอ์สิระซึÉงมคีวาม
แตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั (P < 0.05) โดยเซลลต์รงึมคีา่การยอ่ยสลายฟีนอลประมาณ 70-98% มคี่า k1  และ
คา่ k2 อยูใ่นชว่งระหวา่ง 0.0019-0.048 h-1  และ 0.0007–0.0360 มลิลกิรมัฟีนอลต่อมลิลกิรมัเซลลต่์อชั Éวโมง 
ตามลําดบั  ในขณะทีÉเซลลอ์สิระสามารถย่อยสลายฟีนอลไดป้ระมาณ 17-52% ซึÉงมคี่า k1 และค่า k2  อยู่
ในช่วงระหว่าง 0.0017–0.03 h-1 และ 0.0001–0.0060 มลิลกิรมัฟีนอลต่อมลิลกิรมัเซลล์ต่อชั Éวโมง 
ตามลาํดบั   
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รปูทีÉ 15 ปรมิาณฟีนอลทีÉเหลอืหลงัจากถูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB เปรยีบเทยีบกบัเซลลอ์สิระ (free 
cells) โดยทดลองทีÉความเขม้ขน้ฟีนอล 10 และ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ทีÉเวลา 24 ชั Éวโมง ความเขม้ขน้ฟีนอล 
50 มลิลกิรมัต่อลติร ทีÉเวลา 72 ชั Éวโมง ความเขม้ขน้ฟีนอล 100  มลิลกิรมัต่อลติรทีÉเวลา 96 ชั Éวโมง และ
ความเขม้ขน้ฟีนอล 500 และ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร ทีÉเวลา 120 ชั Éวโมง 
หมายเหตุ: เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลระหวา่งเซลลต์รงึบน EFB และเซลลอ์สิระในแต่ละ
ความเขม้ขน้ฟีนอล มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ิ(ทีÉระดบัความเชืÉอมั Éน 95%, P<0.05) เมืÉอ
ตวัอกัษรแตกต่างกนั 
   
  จากผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่า ประสทิธภิาพของเซลล์ตรงึ และเซลล์อสิระในการกําจดั 
ฟีนอลในเชงิ % การกําจดั ค่า k1และ k2 มแีนวโน้มเป็นไปในทศิทางเดยีวกนั นั Éนคอื เมืÉอความเขม้ขน้ฟีนอล
ตํÉาประมาณ 10 มลิลกิรมัต่อลติร เซลลอ์สิระมคี่าคงทีÉอตัราการยอ่ยสลายฟีนอลสงูกว่าเซลลต์รงึ อาจเป็นไป
ได้ว่าทีÉความเขม้ขน้ดงักล่าวมวลของฟีนอลจะแพร่ผ่านเขา้สู่เซลล์ตรงึไดน้้อยและชา้ เนืÉองจากเซลล์ตรงึมี
ขอ้จาํกดัในการแพรผ่า่นของสาร (Wang et al., 2007; Passos et al., 2010) ในขณะทีÉเซลลอ์สิระสามารถ
สมัผสักบัฟีนอลได้โดยตรง จงึทําใหก้ารกําจดัฟีนอลทีÉความเขม้ขน้ดงักล่าวเกดิขึÊนไดด้กีว่า แต่เมืÉอความ
เขม้ขน้ฟีนอลสงูกวา่ 10 มลิลกิรมัต่อลติร เซลลอ์สิระมคีา่คงทีÉอตัราการยอ่ยสลายฟีนอลตํÉากว่าเซลลต์รงึ (รปู
ทีÉ 16) ทั ÊงนีÊอาจเนืÉองมาจากฟีนอลทีÉความเขม้ขน้สงูมผีลยบัยั Êงการเจรญิหรอืการทํางานหรอืมคีวามเป็นพษิ
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ต่อเซลล์อสิระ ทําใหป้ระสทิธภิาพในการกําจดัฟีนอลลดลง ในขณะทีÉเซลล์ตรงึมวีสัดุตรงึทําหน้าทีÉปกป้อง
เซลลจ์ากความเขม้ขน้ฟีนอลสงูได ้จงึทาํใหม้ปีระสทิธภิาพในการกาํจดัฟีนอลไดด้กีวา่เซลลอ์สิระ 
 
 
รปูทีÉ 16 คา่คงทีÉอตัราการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึบน EFB และเซลลอ์สิระทีÉฟีนอลความเขม้ขน้ต่างๆ 
 
  ผลการศกึษามคีวามสอดคลอ้งกบังานวจิยัทีÉผ่านมา ซึÉงรายงานว่าเซลลต์รงึมปีระสทิธภิาพ
ในการย่อยสลายฟีนอลความเข้มข้นสูงได้ดีกว่าเซลล์อิสระ เช่น จากการศึกษาการใช้โพลียูรเีทน โฟม 
(polyurethane foam) ตรงึ Acinetobacter sp. พบว่าเซลลท์ีÉมกีารตรงึจะสามารถเจรญิไดท้ีÉความเขม้ขน้
ของฟีนอล 1,500 มลิลกิรมัต่อลติร และสามารถยอ่ยสลายฟีนอลได ้19.7 มลิลกิรมัต่อลติรต่อชั Éวโมง  ในขณะ
ทีÉเซลลท์ีÉไมไ่ดต้รงึบนโพลยีรูเีทนโฟม (เซลลอ์สิระ) ถูกยบัยั ÊงการเจรญิเตบิโตทีÉความเขม้ขน้ของฟีนอล 1,000 
มลิลกิรมัต่อลติร (Adav et al., 2007) จากการตรงึเซลล ์Acinetobacter sp. XA05 และ Sphingomonas sp. 
FG03 บน polyvinyl alcohol (PVA) โดยใชเ้ชืÊอทีÉแยกจากกากตะกอนเร่ง (Activated sludge) ซึÉงได้
ทําการศกึษาการย่อยสลายฟีนอลเปรยีบเทยีบระหว่างเซลล์อสิระ และเซลล์ตรงึ พบว่าเซลล์ทีÉไม่ตรงึบน 
PVA (เซลลอ์สิระ) มอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอล 0.95 มลิลกิรมัฟีนอลต่อชั Éวโมง สว่นเซลลท์ีÉตรงึบน PVA มี
อตัราการยอ่ยสลายฟีนอล 1.20 มลิลกิรมัฟีนอลต่อชั Éวโมง (Liu et al., 2009) และจากรายงานการใชเ้มด็บดี
ตรงึกากตะกอนเรง่ พบว่าเซลลต์รงึมกีารยอ่ยสลายฟีนอลไดท้ีÉช่วงความเขม้ขน้ของฟีนอล 3,000 มลิลกิรมั
ต่อลติร โดยมปีระสทิธภิาพการยอ่ยสลายมากกว่า 95% ในเวลา 28 ชั Éวโมง  ทั ÊงนีÊเซลลอ์สิระถูกยบัยั Êงการ
ยอ่ยสลายทีÉความเขม้ขน้ของฟีนอล 3,000 มลิลกิรมัต่อลติร แต่ในขณะทีÉเซลลต์รงึไมถู่กยบัยั ÊงทีÉความเขม้ขน้
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ดงักล่าว (Lee et al.,2009) จากรายงานการตรงึ Aspergillus awamori สายพนัธุ์ NRRL 3112 บน 
polyacrylonitrile membrane พบว่าเซลลอ์สิระ และเซลลต์รงึมอีตัราการย่อยสลายฟีนอล 1.16 และ 6.25  
มลิลกิรมัต่อชั Éวโมง ตามลําดบั (Yordanova et al., 2009) นอกจากนั Êนจากรายงานการศกึษาของ Ahmad et 
al. (2012) พบวา่เซลลต์รงึ Acinetobacter sp. สายพนัธุ ์AQ5NOL 1 ใน gellan gum สามารถยอ่ยฟีนอลได้
อยา่งสมบูรณ์ภายในเวลา 108, 216 และ 240 ชั Éวโมง ทีÉความเขม้ขน้ฟีนอล 1,100, 1,500 และ 1,900 
มลิลกิรมัต่อลติร ตามลําดบั  ในขณะทีÉเซลล์อสิระย่อยสลายฟีนอลไดส้มบูรณ์ภายในเวลา 240 ชั Éวโมง ทีÉ
ความเขม้ขน้ฟีนอล 1,100 มลิลกิรมัต่อลติร 
 
ตารางทีÉ 12 อตัราการย่อยสลายจาํเพาะของฟีนอลทีÉความเขม้ข้นต่างๆ 
 
ความเขม้ขน้ฟีนอล 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 
อตัราการย่อยสลายฟีนอลจาํเพาะ 
(มิลลิกรมัฟีนอลต่อมิลลิกมัเซลลต่์อชั Éวโมง) 
เซลลต์รงึบน EFB เซลลอิ์สระ 
10 0.0013 0.0010 
30 0.0360 0.0012 
50 0.0013 0.0004 
100 0.0007 0.0001 
500 0.0029 0.0007 
5,000 0.0250 0.0060 
 
  6.3.3 การนําเซลลต์รงึกลบัมาใช้ซํÊา 
  เมืÉอนําเซลล์ตรงึบน EFB ทีÉผ่านการทดสอบการย่อยสลายฟีนอลทีÉความเขม้ขน้ 30 
มลิลกิรมัต่อลติร มาทดสอบการนํากลบัมาใชซ้ํÊา  เพืÉอศกึษาประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลล์ตรงึ
ว่าสามารถนํากลบัมาใช้ซํÊาได้กีÉครั Êง พบว่าเซลล์ตรงึมปีระสทิธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลค่อนขา้งคงทีÉ
ประมาณ  98% ภายใน 24 ชั Éวโมง  เมืÉอผา่นการใชซ้ํÊา 10 ครั Êง (รปูทีÉ 17)  ทั ÊงนีÊเซลลต์รงึยงัคงประสทิธภิาพ
ในการย่อยสลายฟีนอลไดเ้ท่ากบัเซลล์ตรงึทีÉเพิÉงใชง้านครั Êงแรก ซึÉงช่วยลดระยะเวลา และค่าใชจ้่ายในการ
เตรยีมหวัเชืÊอใหม่ และจากการศกึษาลกัษณะการเปลีÉยนแปลงของพืÊนผวิวสัดุและเซลล์ตรงึหลงัจากการใช้
ซํÊา ดว้ยเทคนิค SEM แสดงใหเ้หน็ว่าวสัดุมลีกัษณะเปลีÉยนแปลงไปเลก็น้อย และยงัมปีรมิาณเซลลท์ีÉถูกตรงึ
หลงเหลอือยูบ่นวสัดุ ดงัรปูทีÉ 18 นอกจากนั Êนผลการทดสอบการเกบ็เซลลต์รงึทีÉอุณหภูม ิ4  องศาเซลเซยีส 
นาน 4 สปัดาห ์พบว่าเซลลต์รงึทีÉเกบ็ไวส้ามารถยอ่ยสลายฟีนอลได ้90% ภายในเวลา 24 ชั Éวโมง  แสดงว่า
เซลลต์รงึทีÉเกบ็รกัษาไวย้งัคงมปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลไดใ้กลเ้คยีงกบัเซลลต์รงึทีÉเพิÉงเตรยีมใหม ่ 
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อาจมสีาเหตุมาจากเซลล์ตรงึมคีวามเสถียร และวสัดุตรงึสามารถปกป้องเซลล์แบคทเีรยีจากสภาวะทีÉไม่
เหมาะสม รวมทั ÊงจากการปนเปืÊอนไดด้ ีในขณะทีÉการเกบ็เซลล์ตรงึทีÉอุณหภูมหิอ้งอาจมคีวามเสีÉยงต่อการ
ปนเปืÊอนจุลินทรยี์ชนิดอืÉนได้ง่าย เนืÉองจากแบคทเีรยี และเชืÊอราหลายชนิดสามารถเจรญิได้ดใีนสภาวะ
อุณหภมูหิอ้ง  
 
 
รปูทีÉ 17 ปรมิาณฟีนอลทีÉถูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB  หลงัจากผา่นการใชง้านแลว้ 10 ครั Êงในอาหาร
เลีÊยงเชืÊอ CFMM ทีÉเตมิฟีนอล 
 
  จากการศกึษาของ Obuekwe and Al-Muttawa (2001) พบว่าเซลลแ์บคทเีรยี Arthrobacter 
sp. ตรงึบนขีÊเลืÉอย Styrofoam และราํขา้วสาล ี สามารถรกัษาประสทิธภิาพการย่อยสลายปิโตรเลยีม
ไฮโดรคารบ์อน หลงัจากเกบ็เซลลต์รงึไวน้าน 6 สปัดาหท์ีÉ 45 องศาเซลเซยีส  Liu et al. (2009) รายงานว่า
เซลลต์รงึ  Acinetobacter sp. XA05 และ Sphingomonas sp. FG03 บน polyvinyl alcohol (PVA) สามารถ
นําเซลลก์ลบัมาใชใ้หมไ่ด ้ซึÉงยงัสามารถลดปรมิาณฟีนอลได ้93% หลงัจากเกบ็ไว ้50 วนั  แต่เซลลอ์สิระจะ
มอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอลลดลงหลงัจากทีÉเกบ็ไว ้10 วนั ทีÉอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส  อยา่งไรกต็ามการ
ตรงึเซลลส์ายพนัธุ ์XA05 และ FG03 สามารถนํากลบัมาใชใ้หมไ่ดอ้ยา่งน้อย 20 ครั Êง  จากรายงานของ Ying 
et al. (2007) ใช ้ polyvinyl alcohol (PVA) ในการตรงึเซลล ์Acinetobacter sp. สายพนัธุ ์PD 12 พบว่า
สามารถเกบ็เซลลท์ีÉอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีล ไดน้าน 50 วนั นอกจากนีÊการศกึษาของ Ahmad et al. 
(2012) พบว่าเซลลต์รงึ Acinetobacter sp. สายพนัธุ ์AQ5NOL1 ใน gellan gum สามารถรกัษา
ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลโดยนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้ํÊาไดอ้ยา่งน้อย 45 ครั Êง 
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                                  (a)                                                                (b) 
 
รปูทีÉ 18 ลกัษณะการเปลีÉยนแปลงของพืÊนผวิ EFB และเซลล์ทีÉถูกตรงึวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค SEM ทีÉ
กําลงัขยาย 10000x-15000x; ก่อนการย่อยสลายฟีนอล (a) และหลงัการนํากลบัมาใชย้อ่ยสลายฟีนอลซํÊา
จาํนวน 5 ครั Êง (b) 
  
 6.4 ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลลต์รึงบน EFB ในนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนั
ปาลม์ 
 การทดลองนีÊเลือกใช้นํÊาทิÊงจากโรงงานสกดันํÊามนัปาล์มเป็นนํÊาเสยีต้นแบบทีÉมกีารปนเปืÊอนของ     
ฟีนอล  ปาล์มนํÊามนัถือเป็นพืชเศรษฐกิจทีÉสําคัญของประเทศไทย อุตสาหกรรมสกัดนํÊามันปาล์มดิบ
ก่อให้เกิดนํÊ าเสียทีÉมีสารอินทรีย์สูง มีสีคลํÊา  ซึÉงส่วนหนึÉงมีสาเหตุมาจากสารประกอบฟีนอลทีÉเป็น
องคป์ระกอบในนํÊาเสยี  ซึÉงสารประกอบฟีนอลถูกสกดัออกมาจากผลปาลม์ในระหว่างกระบวนการสกดันํÊามนั
ปาลม์แบบมาตรฐาน (แบบใชนํ้Êา) จงึมคีวามจาํเป็นในการพฒันาเทคโนโลยทีีÉมปีระสทิธภิาพ ราคาถูก และ
ไมก่่อใหเ้กดิผลกระทบต่อสิÉงแวดลอ้มในการจดัการปญัหานํÊาเสยีจากอุตสาหกรรมสกดันํÊามนัปาลม์ 
 
  6.4.1 ผลของปริมาณเซลลต์รงึต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล  
  เนืÉองจากองค์ประกอบของนํÊาทิÊงมีปริมาณสารอินทรีย์ค่อนข้างสูง เมืÉอเปรียบเทียบกบั
การศกึษาในอาหารเลีÊยงเชืÊอ รวมทั ÊงมกีารเพิÉมขนาดของวสัดุทีÉใชต้รงึใหม้ขีนาดใหญ่ขึÊน  เพืÉอความสะดวกใน
การนําไปใชง้านบําบดันํÊาเสยี จงึตอ้งทําการแปรผนัปรมิาณของเซลลต์รงึต่อสดัส่วนนํÊาทิÊงเพิÉมเตมิ โดยการ
แปรผนัปรมิาณเซลลต์รงึต่อนํÊาทิÊง 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ทดสอบในนํÊาทิÊงทีÉผ่านการทําใหป้ราศจาก
เชืÊอจุลนิทรยี ์เพืÉอศกึษาวา่ปรมิาณเซลลต์รงึต่อนํÊาทิÊงทีÉอตัราสว่นใดมปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลได้
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ดทีีÉสดุ  ผลการทดลองพบวา่สดัสว่นเซลลต์รงึต่อนํÊาทิÊง 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) สามารถยอ่ยสลายฟีนอล
ไดแ้ตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญั คอื 40%, 64% และ 53% ตามลาํดบั (รปูทีÉ 19)  ทั ÊงนีÊอาจกล่าวไดว้่าปรมิาณ
เซลลต์รงึ 3 กรมั หรอืสดัสว่นเซลลต์รงึต่อนํÊาทิÊง 3:10 (w/v) มปีรมิาณเซลลแ์บคทเีรยีเหมาะสมเพยีงพอใน
การยอ่ยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊง เมืÉอเปรยีบเทยีบกบัผลการทดลองสดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหาร CFMM  พบว่า
สดัสว่นเซลลต์รงึทีÉเหมาะสมสาํหรบันํÊาทิÊงมปีรมิาณมากกว่าความตอ้งการในอาหารเหลว ซึÉงใชเ้พยีงสดัสว่น 
1:10 (w/v)  ทั ÊงนีÊอาจเป็นไปไดว้่าในการทดลองนีÊมกีารเพิÉมขนาดของวสัดุตรงึทีÉใชจ้าก 0.5-1 มลิลเิมตรเป็น 
1x1x1 เซนตเิมตร ซึÉงขนาดทีÉเพิÉมขึÊนอาจมผีลต่อปรมิาณการเกาะตดิของเซลลบ์นวสัดุ และอตัราการแพร่
ผ่านของสารเขา้สู่เซลลต์รงึ และอกีปจัจยัหนึÉง ไดแ้ก่ องคป์ระกอบของนํÊาทิÊง อาจมผีลต่อประสทิธภิาพการ
ยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ  ดงันั Êนจงึนําอตัราสว่นของเซลลต์รงึต่อนํÊาทิÊงทีÉ 3:10 (w/v) มาศกึษาในการ
ทดลองต่อไป  สาํหรบัชุดควบคุมเพืÉอศกึษาผลของกระบวนการทางกายภาพและเคมต่ีอการลดลงของฟีนอล 
(abiotic controls)  พบว่าชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลลด์ดูซบัฟีนอลไดแ้ตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญั ทีÉ
สดัสว่น EFB ต่อนํÊาทิÊง 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) คอื 3, 7 และ 9% ตามลําดบั (รปูทีÉ 19)  ซึÉงทีÉสดัสว่น
เซลลต์รงึต่อนํÊาทิÊง 1:10 (w/v) มกีารกําจดัฟีนอลลดลงอยา่งมนียัสาํคญั เมืÉอเทยีบกบัสดัสว่นเซลลต์รงึต่อนํÊา
ทิÊง 3:10 และ 6:10 (w/v)   
 
 
รปูทีÉ 19 ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ของเซลลต์รงึบน EFB โดยการ
แปรผนัปรมิาณของเซลลต์รงึทีÉสดัสว่นต่างๆ 
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หมายเหตุ: เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลระหว่างสดัส่วนเซลลต์รงึต่อนํÊาทิÊง 1:10, 3:10 
และ 6:10 (w/v) ของเซลลต์รงึบน EFB มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิเมืÉอตวัอกัษรภาษาองักฤษ
ตวัใหญ่แตกต่างกนั, เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลระหว่างเซลล์ตรงึบน EFB และชุด
ควบคุม EFB ปราศจากเซลลใ์นแต่ละสดัสว่นเซลลต์รงึต่อนํÊาทิÊง มคีวามแตกต่างอยา่งมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ 
เมืÉอตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเลก็แตกต่างกนั และเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลระหว่าง
สดัสว่นเซลลต์รงึต่อนํÊาทิÊง 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ของ EFB ปราศจากเซลล ์มคีวามแตกต่างอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถติ ิ เมืÉอตวัอกัษรภาษาไทยแตกต่างกนั (ทีÉระดบัความเชืÉอมั Éน 95%, P<0.05) 
 
  6.4.2 ผลการกระตุ้น (Activation) และการปรบัตวั (Acclimation) ของเซลลต์รงึ 
    
  6.4.2.1 การกระตุ้นเซลลต์รงึด้วยฟีนอล 
  ศกึษาผลการกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอลต่อประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊง โดย
การนําเซลลต์รงึบน EFB มากระตุน้ดว้ยฟีนอลทีÉความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อลติรในอาหาร CFMM เป็น
เวลา 24 ชั Éวโมง  ทั ÊงนีÊการกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอลจะเป็นการชกันํา และรกัษาการผลติเอนไซมภ์ายใน
เซลล์ก่อนนําไปใช ้ เนืÉองจากในขั Êนตอนการตรงึเซลล์จุลนิทรยีต์้องอาศยัระยะเวลาในการบ่มเซลล์ร่วมกบั
วสัดุไวถ้งึ 6 วนั เพืÉอใหเ้กดิการสงัเคราะหเ์สน้ใย EPS ในการยดึตดิกบัผนงัของวสัดุตรงึ  ซึÉงในกระบวนการ
ดงักล่าวไมม่กีารเตมิแหล่งคารบ์อนใดๆ ดงันั Êนทาํใหเ้ซลลอ์ยูใ่นภาวะขาดแคลนอาหาร และอาจสง่ผลต่อการ
เจรญิ และการผลติเอนไซมท์ีÉเกีÉยวขอ้งในการย่อยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊง  จากการทดลองพบว่าเซลลต์รงึบน 
EFB ทีÉผ่านการกระตุน้ดว้ยฟีนอลสามารถลดปรมิาณฟีนอลในนํÊาทิÊงได ้64% ภายในเวลา 7 วนั ซึÉงมี
ความสามารถในการกําจดัฟีนอลไดส้งูกว่าเซลลต์รงึทีÉยงัไม่ผ่านการกระตุน้ดว้ยฟีนอลอย่างมนีัยสาํคญั  ซึÉง
ลดฟีนอลไดเ้พยีง 35% (ตารางทีÉ 13)    
 
  นอกจากนั Êนผลการทดสอบประสทิธภิาพของเซลลต์รงึในการย่อยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊงทีÉไม่
ผา่นการฆา่เชืÊอจุลนิทรยี ์พบวา่เซลลต์รงึบน EFB ยงัสามารถยอ่ยสลายฟีนอลไดป้ระมาณ 71% ภายในเวลา 
7 วนั ซึÉงสูงกว่าการใชนํ้ÊาทิÊงทีÉผ่านการฆ่าเชืÊอเลก็น้อย  อาจเป็นผลเสรมิมาจากจุลนิทรยีท์ีÉสามารถย่อย
สลายฟีนอลไดท้ีÉมอียูเ่ดมิในนํÊาทิÊง 
 
  จากการนบัจาํนวนเซลลแ์บคทเีรยีในวนัเริÉมตน้และหลงัการบําบดัพบว่า ในวนัทีÉ 0 ของการ
ทดลอง เซลลต์รงึมจีาํนวนแบคทเีรยี 2.27×1010 CFU/กรมัวสัดุ และหลงัการทดลองผา่นไป 7 วนั พบว่า
จํานวนแบคทเีรยีมจีํานวนเพิÉมขึÊน ซึÉงมจีํานวนเท่ากบั 4.83×1010 CFU/กรมัวสัดุ และพบว่ามจีํานวน
แบคทเีรยีในนํÊาทิÊงเท่ากบั 2.0×1010 CFU/มลิลลิติร โดยพบว่าเซลล์ตรงึมจีํานวนเซลล์เพิÉมขึÊน ในขณะทีÉ
ปรมิาณฟีนอล และสารอนิทรยีใ์นรปู BOD และ COD ในนํÊาทิÊงลดลง แสดงใหเ้หน็ว่าเซลลต์รงึสามารถยอ่ย
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สลายฟีนอล โดยใช้ฟีนอล รวมทั Êงสารอินทรีย์อืÉนๆ ในนํÊ าทิÊงเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานในการ
เจรญิเตบิโต 
   
ตารางทีÉ 13 องคป์ระกอบของนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ก่อน และหลงัการบาํบดัด้วยเซลลต์รึง
บน EFB ทีÉผา่นการกระตุ้นด้วยฟีนอล 
 
พารามิเตอร ์ *ค่ามาตรฐานคณุภาพนํÊาทิÊง **ก่อนบาํบดั หลงับาํบดั 
pH  5.5-9.0 8.2 7.9 
BOD (มก./ล.) ไมเ่กนิ 60 มก./ล. 725 61.5 
COD (มก./ล.) ไมเ่กนิ 400 มก./ล. 10,296 1,355 
TKN (มก./ล.) ไมเ่กนิ 200 มก./ล. 210 64 
TP (มก./ล.)  - 17.2 16.2 
Oil & Grease (มก./
ล.) 
ไมเ่กนิ 15 มก./ล. 30 5 
Phenols (มก./ล.) ไมเ่กนิ 1.0 มก./ล. 30 8 
Color (%)  - 100 75 
 
ทีÉมา: *ประกาศกระทรวงวทิยาศาสตร ์เทคโนโลยแีละสิÉงแวดลอ้ม ฉบบัทีÉ 3 (พ.ศ. 2539) ลงวนัทีÉ 3 มกราคม 
2539 เรืÉองกาํหนดมาตรฐานควบคุมการระบายนํÊาทิÊงจากแหล่งกําเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคม
อุตสาหกรรม ตพีมิพใ์นราชกจิจานุเบกษา เล่มทีÉ 113 ตอนทีÉ 13 ลงวนัทีÉ 13 กุมภาพนัธ ์2539 
** นํÊาทิÊงจากโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ จงัหวดัสตูลเกบ็ตวัอยา่งวนัทีÉ 29 มนีาคม 2554 
 
  จากการวเิคราะห์องค์ประกอบของนํÊาทิÊงก่อนและหลงัการบําบดัดงัตารางทีÉ 13 พบว่า
ปรมิาณ COD ลดลงประมาณ 87 % จากความเขม้ขน้เริÉมตน้ 10,296 มลิลกิรมัต่อลติร เหลอืประมาณ 1,355 
มลิลกิรมัต่อลติร และปรมิาณ BOD ลดลงประมาณ 92% จาก 725 มลิลกิรมัต่อลติร เหลอื 61.5 มลิลกิรมัต่อ
ลติร ซึÉงเป็นขอ้ดขีองการบําบดันํÊาทิÊงดว้ยเซลลต์รงึบน EFB ดว้ยวธิกีารนีÊ ทั ÊงนีÊพบว่าค่า pH หลงัการบําบดั
เท่ากบั 7.94 ค่า TKN, TP และ Oil & Grease หลงัการบําบดัเท่ากบั 64, 16.2 และ 5 มลิลกิรมัต่อลติร 
ตามลาํดบั  ดงันั Êน นอกจากค่า COD แลว้ พบว่าค่าพารามเิตอรอ์ืÉนมคี่าอยูใ่นเกณฑค์่ามาตรฐานคุณภาพนํÊา
ทิÊง  นอกจากนั Êนพบว่าหลงัการบําบดัสามารถลดความเขม้ของสทีีÉเกดิจากสารประกอบฟีนอลลงไดป้ระมาณ 
25% (ตารางทีÉ 13)  อยา่งไรกต็ามพบว่าประสทิธภิาพของเซลลต์รงึในการบําบดัฟีนอลลดลง เมืÉอเทยีบกบั
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การศกึษาในอาหารเหลว CFMM เนืÉองจากในองคป์ระกอบของนํÊาทิÊงยงัมสีารประกอบในกลุ่มฟีนอลกิชนิด
อืÉนๆ รวมอยู่ดว้ย ซึÉงอาจมผีลต่อการทาํงานของเซลลต์รงึ ในขณะทีÉการศกึษาในอาหารเหลวมเีฉพาะฟีนอล
เพยีงชนิดเดยีว  
  6.4.2.2 การปรบัตวัของเซลลต์รงึด้วยนํÊาทิÊงทีÉผา่นการเจือจาง 
  ศกึษาผลการปรบัตวัของเซลลต์รงึดว้ยการเลีÊยงในนํÊาทิÊงทีÉผา่นการเจอืจาง โดยการนําเซลล์
ตรงึบน EFB มาย่อยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊงทีÉมกีารปรบัความเขม้ขน้ของนํÊาทิÊงใหเ้พิÉมขึÊนอย่างชา้ๆ เพืÉอให้
เวลาเซลลต์รงึมกีารปรบัตวัก่อนนําไปทดสอบดว้ยนํÊาทิÊงทีÉไมผ่า่นการเจอืจาง  เนืÉองจากในนํÊาทิÊงยงัมอีนุพนัธ์
ของฟีนอลเป็นองคป์ระกอบดว้ย ซึÉงอนุพนัธข์องฟีนอลบางชนิดแมว้่าจะมคีวามเขม้ขน้ตํÉา กอ็าจมคีวามเป็น
พษิต่อเซลลต์รงึ และสามารถยบัยั Êงการทาํงานของเซลลไ์ด ้โดยใชส้ดัสว่นนํÊาทิÊงทีÉฆา่เชืÊอแลว้ต่ออาหารเหลว 
CFMM 25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดบั จากการทดลองพบว่าทีÉสดัสว่นนํÊาทิÊงต่ออาหารเหลว CFMM 
25% เซลลต์รงึลดฟีนอลได ้13, 23 และ 29% ทีÉเวลา 1, 3 และ 5 วนั และสดัสว่นนํÊาทิÊงต่ออาหารเหลว 
CFMM 50% เซลลต์รงึลดฟีนอลได ้29, 50 และ 51% ทีÉเวลา 1, 3 และ 5 วนั และสดัสว่นนํÊาทิÊงต่ออาหาร
เหลว CFMM  100% เซลลต์รงึสามารถลดฟีนอลได ้30, 41, 52 และ 54% ภายในระยะเวลา 1, 3, 5 และ 7 
วนั (ตารางทีÉ 14)  ซึÉงทีÉสดัส่วนํÊาทิÊงต่ออาหารเหลว 25% มปีระสทิธภิาพการกําจดัฟีนอลแตกต่างอย่างมี
นยัสาํคญั เมืÉอเทยีบกบัสดัสว่นนํÊาทิÊงต่ออาหารเหลว CFMM 50% และ 100% ณ วนัสิÊนสุดการทดลอง  และ
เมืÉอใชเ้ซลล์ตรงึทีÉไม่ผ่านการปรบัตวั พบว่าเซลลต์รงึลดฟีนอลได ้35% ทั ÊงนีÊอาจเนืÉองมาจากสารประกอบ   
ฟีนอลทีÉเป็นองคป์ระกอบในนํÊาทิÊงมผีลยบัยั Êงการทาํงานของเซลลต์รงึ จงึทาํใหเ้ซลลต์รงึทีÉไมผ่า่นการปรบัตวั 
มปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลน้อยกวา่เซลลต์รงึทีÉผา่นการปรบัตวัดว้ยการเลีÊยงในนํÊาทิÊงเจอืจางก่อน 
  
  จากการศกึษาทีÉผ่านมารายงานว่าจุลนิทรยีท์ีÉผา่นขั Êนตอนการปรบัตวั จะมคีวามสามารถใน
การยอ่ยสลายมลพษิเพิÉมขึÊน ดงัรายงานของ Lu et al. (2009) ซึÉงใชเ้ชืÊอราผุขาว (white rot fungus) ตรงึบน
เศษไม ้เพืÉอย่อยสลายสารประกอบฟีนอลกิจากนํÊาทิÊงโรงงานผลติโคก้ โดยทําการปรบัสภาพเชืÊอราในนํÊาทิÊง
เจอืจาง 50% ก่อน  พบวา่เชืÊอราสามารถยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลกิได ้87% ภายในเวลา 6 วนั และจาก
การศกึษาของ Gonzalez et al. (2001) รายงานการย่อยสลายฟีนอลในนํÊาเสยีโรงงานผลติเรซนิโดย 
Psuedomonas putida ATCC 17484 ตรงึบน calcium alginate gel ซึÉงมคีวามเขม้ขน้ฟีนอลประมาณ 
1,000 มลิลกิรมัต่อลติร พบว่าเซลลต์รงึลดปรมิาณฟีนอลจาก 340 ชั Éวโมง (ปรบัสภาพเซลลค์รั ÊงทีÉ 1) เหลอื 
260 ชั Éวโมง หลงัจากการปรบัสภาพเซลลค์รั ÊงทีÉ 2 ดว้ยการเจอืจางนํÊาเสยี 
 
 
 
 
 
51 
 
ตารางทีÉ 14 ปริมาณฟีนอลทีÉลดลง (%) โดยใช้เซลลต์รงึด้วยวิธีต่างๆ 
วิธี 
สดัส่วนนํÊาทิÊงต่อ
อาหารเหลว CFMM 
*ปริมาณฟีนอลทีÉ
ลดลง (%) 
เวลาทีÉใช้ในการยอ่ย
สลายฟีนอล (วนั) 
Non-activation 100: 0 35A 7 
Activation 100: 0 64B 7 
Acclimation 25:75 29a 5 
50: 50 51b 5 
100:0 53Cb 7 
Activation 
and 
Acclimation 
25: 75 52 a 5 
50: 50 65 b 7 
100: 0 72D b 10 
 
* เปรยีบเทยีบระหว่างวธิไีมผ่า่นการกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอล (Non activation) และวธิกีารกระตุน้เซลล์
ตรงึด้วยฟีนอล (Activation) วธิกีารปรบัตวัของเซลล์ตรงึดว้ยการเจอืจางนํÊาทิÊง (Acclimation) และวธิรี่วม
ระหว่างการกระตุน้และการปรบัตวัของเซลลต์รงึดว้ยนํÊาทิÊงทีÉผา่นการเจอืจาง (Activation and Acclimation) 
มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(ทีÉระดบัความเชืÉอมั Éน 95%, P<0.05) เมืÉอตวัอกัษรภาษาองักฤษ
ตัวใหญ่แตกต่างกัน และเปรียบเทียบระหว่างวิธีการปรับตัวของเซลล์ตรึงด้วยการเจือจางนํÊ าทิÊง 
(Acclimation) และวิธีร่วมระหว่างการกระตุ้นและการปรบัตวัของเซลล์ตรงึด้วยนํÊาทิÊงทีÉผ่านการเจือจาง 
(Activation and Acclimation) ทีÉสดัสว่นนํÊาทิÊงต่ออาหารเหลว CFMM 25%, 50% และ 100% ทีÉชุดการ
ทดลองเดยีวกนั มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ เมืÉอตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเลก็แตกต่างกนั  
   
  6.4.2.3 ผลการกระตุ้นรว่มกบัการปรบัตวัของเซลลต์รงึ 
  ศกึษาผลการกระตุน้และการปรบัตวัของเซลลต์รงึ โดยการนําเซลลต์รงึบน EFB มากระตุน้
ดว้ยฟีนอลทีÉความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง จากนั Êนนําเซลลต์รงึมาเลีÊยงในนํÊาทิÊงทีÉ
ผา่นการเจอืจาง โดยมกีารปรบัความเขม้ขน้ของนํÊาทิÊงใหม้ากขึÊนอย่างชา้ๆ ใชส้ดัส่วนนํÊาทิÊงทีÉฆ่าเชืÊอแลว้ต่อ
อาหารเหลว CFMM 25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดบั จากการทดลอง พบว่าหลงัการกระตุน้ดว้ยฟีนอล 
แลว้นําเซลลต์รงึไปปรบัตวัในนํÊาทิÊงทีÉเจอืจางตั Êงแต่ 25-100%  พบว่าเซลลต์รงึลดฟีนอลไดเ้พิÉมขึÊนเป็นลําดบั 
โดยในสดัสว่นนํÊาทิÊงต่ออาหารเหลว CFMM 25% เซลล์ตรงึลดฟีนอลได ้52% ภายในเวลา 5 วนั จากนั Êน
เลีÊยงในสดัสว่นนํÊาทิÊงต่ออาหารเหลว CFMM 50% เซลลต์รงึลดฟีนอลได ้66% เป็นเวลา 5 วนั และสดัสว่น
นํÊาทิÊงต่ออาหารเหลว CFMM 100% เซลลต์รงึลดฟีนอลได ้72% ภายในระยะเวลา 10 วนั (ตารางทีÉ 14)  
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ในขณะทีÉสดัส่วนนํÊาทิÊงต่ออาหารเหลว 25% มปีระสทิธภิาพการกําจดัฟีนอลแตกต่างอย่างมนีัยสาํคญั เมืÉอ
เทยีบกบัสดัสว่นนํÊาทิÊงต่ออาหารเหลว CFMM 50% และ 100% และเมืÉอใชเ้ซลลต์รงึทีÉยงัไมผ่า่นการกระตุน้
ดว้ยฟีนอล และไมผ่า่นการปรบัตวัดว้ยการเจอืจางนํÊาทิÊง  พบวา่เซลลต์รงึลดฟีนอลได ้35% อาจเนืÉองมาจาก
เซลล์ตรึงขาดการกระตุ้นเพืÉอชักนํา และรักษาการผลิตเอนไซม์ภายในเซลล์  จึงทําให้เซลล์ตรึงมี
ประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลน้อยกว่าเซลล์ตรงึทีÉผ่านการกระตุ้น และการปรบัตวั จากการวเิคราะห์
ความแปรปรวนทางเดยีว โดยใชส้ถติ ิone way-ANOVA เปรยีบเทยีบความแตกต่างระหว่างวธิกีารเตรยีม
เซลลต์รงึก่อนนําไปใชด้ว้ยวธิต่ีางๆ ไดแ้ก่ 1) ไมผ่า่นการกระตุน้และการปรบัตวั (Non-activation and non-
acclimation) 2) วธิกีารกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอล (Activation) 3) วธิกีารปรบัตวัเซลลต์รงึในนํÊาทิÊงเจอืจาง 
(Acclimation) และ 4) วธิรี่วมระหว่างการกระตุ้นและการปรบัตวั (Activation and acclimation) มี
ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติทิีÉระดบั 0.05  
 
  อยา่งไรกต็าม จะเหน็ไดว้่าประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึทีÉถูกกระตุน้หรอื
ปรบัตวัแลว้ในนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ มคี่าตํÉากว่าการบําบดัฟีนอลในอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉมฟีีนอล  ทั ÊงนีÊ
อาจเนืÉองมาจากในนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาล์มมทีั Êงฟีนอล อนุพนัธ์ของฟีนอล และสารมลพษิอืÉนๆ ทีÉ
ปนเปืÊอนในนํÊาทิÊงด้วย  ซึÉงอาจส่งผลต่อการเจริญและกิจกรรมการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์ตรึง จาก
งานวจิยันีÊพบว่าเซลล์ตรงึมปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลในอาหารเหลวเกอืบ 100% ในขณะทีÉ
สามารถย่อยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊงไดป้ระมาณ 64-72% ซึÉงมปีระสทิธภิาพสงูกว่าการศกึษาก่อนหน้านีÊ โดย 
Limkhuansuwan and Chaiprasert (2010) รายงานว่าพบการปนเปืÊอนของสารประกอบฟีนอลกิ 33.64 
มลิลกิรมัต่อลติร ในนํÊาทิÊงจากโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ และพบว่า lactic acid bacteria สามารถยอ่ยสลาย
สารประกอบฟีนอลกิไดป้ระมาณ 44%  จากผลการศกึษาการย่อยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนั
ปาล์มด้วยเซลล์ตรงึบน EFB ในงานวิจยันีÊ  พบว่าความเข้มข้นฟีนอลทีÉเหลือในนํÊาทิÊงยงัมคี่าสูงกว่าค่า
มาตรฐานคุณภาพนํÊาทิÊงจากอุตสาหกรรม ซึÉงกําหนดใหม้ปีรมิาณฟีนอลสงูสุดไม่เกนิ 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร  
อย่างไรก็ตาม สามารถนํานํÊาทิÊงทีÉผ่านการบําบดัแล้ว มาผ่านการบําบดัซํÊาอีกครั Êง หรอือาจมีการศึกษา
ประสทิธภิาพการบําบดัฟีนอลในระบบบําบดัแบบกึÉงกะ (Fed batch system) หรอืระบบทีÉมคีวามต่อเนืÉอง 
(Continuous system) ซึÉงอาจทาํใหค้า่ความเขม้ขน้ฟีนอลในนํÊาทิÊงลดลงอยูใ่นเกณฑม์าตรฐานคุณภาพนํÊาทิÊง
ได ้ 
   
  6.4.3 การนําเซลลต์รงึมาใช้ซํÊาเพืÉอบาํบดันํÊาทิÊง 
  เมืÉอนําเซลลต์รงึบน EFB ทีÉผา่นการกระตุน้ดว้ยฟีนอล มาทดสอบการยอ่ยสลายฟีนอลในนํÊา
ทิÊงซํÊา  เพืÉอดปูระสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึว่าสามารถนํากลบัมาใชซ้ํÊาไดก้ีÉคร ั Êง และยงัคงมี
ประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลได้เหมอืนกบัการใช้ครั Êงแรกหรอืไม่ ซึÉงจะทําใหช้่วยลดระยะเวลา และ
ค่าใชจ้่ายในการเตรยีมหวัเชืÊอใหม ่ พบว่าสามารถนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้ํÊาไดอ้ยา่งน้อย 10 ครั Êง โดยเซลล์
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ตรงึมปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลไดป้ระมาณ 50-68% ภายในเวลา 7 วนั (รปูทีÉ 20) โดยพบว่า
ประสทิธภิาพการนําเซลล์ตรงึกลบัมาใชซ้ํÊาย่อยสลายฟีนอลในนํÊาทิÊงมปีระสทิธภิาพตํÉากว่าการนําเซลล์ตรงึ
กลบัมาใชซ้ํÊาในการยอ่ยสลายฟีนอลในอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉมฟีีนอล  อาจเนืÉองมาจากองคป์ระกอบต่างๆ ในนํÊา
ทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ สง่ผลต่อการเจรญิและกจิกรรมการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ  รวมทั Êงสง่ผล
ต่อการเปลีÉยนแปลงคุณสมบตัขิองพืÊนผวิวสัดุตรงึ ซึÉงอาจทาํใหเ้ซลลต์รงึเกดิความเสยีหาย และหลุดออกจาก
วสัดุได ้เมืÉอมกีารนํามาใชซ้ํÊาหลายๆ ครั Êง 
 
 
รปูทีÉ 20 ปรมิาณฟีนอลทีÉถูกย่อยสลายโดยเซลล์ตรงึบน EFB ทีÉผ่านการใชซ้ํÊาจํานวน 10 ครั Êง ในนํÊาทิÊง
โรงงานสกดันํÊามนัปาลม์   
 
7. สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 
 7.1 สรปุผลการทดลอง  
 การผลิต EPS ของแบคทีเรีย 
 แบคทเีรยี Methylobacterium  sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ทั Êง 2 ชนิด มกีารผลติ EPS 
ในระหว่างการตรงึเซลลบ์นวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนั ซึÉงพบว่า Methylobacterium sp. NP3 มอีตัราในการ
สงัเคราะหเ์สน้ใย EPS ไดเ้รว็กว่า Acinetobacter sp. PK1  และเมืÉอนําแบคทเีรยีผสม 2 ชนิด มาตรงึบน
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วสัดุ EFB และ PF พบว่าเซลล์แบคทเีรยีผลติ EPS บน EFB และ PF ไดค้งทีÉในวนัทีÉ 6 และวนัทีÉ 8 
ตามลาํดบั โดยปรมิาณ EPS ทีÉผลติขึÊนมจีาํนวนเพิÉมขึÊนประมาณ 80% เมืÉอเทยีบกบัเริÉมตน้ทดลอง ดงันั Êนจงึ
ทาํการตรงึเซลลท์ีÉระยะเวลา 6 และ 8 วนั บน EFB และ PF ตามลําดบั เพืÉอใหเ้ซลลม์กีารเกาะตดิกบัวสัดุได้
ดเีพยีงพอ และป้องกนัการหลุดของเซลลต์รงึ เมืÉอมกีารนําไปใช ้
 
 การทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายฟีนอลของแบคทีเรียตรงึในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว 
 จากการคดัเลอืกวสัดุตรงึระหว่าง EFB และ PF  โดยดจูากประสทิธภิาพของเซลลต์รงึในการกําจดั 
ฟีนอลทีÉความเขม้ขน้เริÉมตน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร  พบว่าเซลล์ตรงึทั Êง 2 ชนิด สามารถย่อยสลายฟีนอลได้
เกอืบสมบูรณ์ (98%) โดยเซลลต์รงึบน EFB มอีตัราการกําจดัฟีนอลสงูกว่าเซลลต์รงึบน PF และมกีารดดู
ซบัฟีนอลน้อยกวา่  ดงันั Êนจงึเลอืกใชเ้ซลลต์รงึบน EFB มาใชท้ดสอบการยอ่ยสลายฟีนอลต่อไป 
  
 จากการแปรผนัปรมิาณเซลลต์รงึบน EFB ทีÉสดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว CFMM เท่ากบั 1:10, 
3:10 และ 6:10 (w/v)  พบว่าการเตมิเซลลต์รงึสดัสว่น 1:10 (w/v) มปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลสงู
ถงึ 98% ภายในเวลา 24 ชั Éวโมง  เพราะฉะนั Êนจงึเลอืกใชส้ดัสว่นของเซลลต์รงึต่ออาหารเหลวทีÉ 1:10 (w/v) 
มาศกึษาประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลทีÉความเขม้ขน้ต่างๆ ในขั Êนตอนต่อไป 
  
 จากการทดสอบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลดว้ยเซลลต์รงึบน EFB  ในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลวทีÉ
ความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่  10, 30, 50, 100, 500 และ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร พบว่าทีÉความเขม้ขน้ฟีนอล 
10 มลิลกิรมัต่อลติร  เซลล์อสิระสามารถบําบดัฟีนอลได้ดกีว่าเซลล์ตรงึ โดยสามารถลดปรมิาณฟีนอลได ้
95% และ 80% ตามลาํดบั ภายในเวลา 24 ชั Éวโมง  อยา่งไรกต็าม เมืÉอความเขม้ขน้ฟีนอลเพิÉมขึÊนตั Êงแต่ 30–
5,000 มลิลกิรมัต่อลติร  พบว่าเซลล์ตรงึสามารถกําจดัฟีนอลไดด้กีว่าเซลล์อสิระ ซึÉงมคี่าการย่อยสลาย
ประมาณ 70-98%  ในขณะทีÉเซลลอ์สิระสามารถยอ่ยสลายฟีนอลไดป้ระมาณ 17-52%  และผลการทดลอง
ยงัแสดงวา่เซลลต์รงึมอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอลสงูกว่าเซลลอ์สิระทีÉทุกความเขม้ขน้ของฟีนอล  นอกจากนั Êน
เซลลต์รงึยงัสามารถนํากลบัมาใชซ้ํÊาไดอ้ย่างน้อย 10 ครั Êง  โดยมปีระสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลทีÉความ
เขม้ขน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ถงึ 99% ภายในเวลา 24 ชั Éวโมง  รวมทั Êงสามารถเกบ็เซลลต์รงึไวไ้ดน้าน 1 
เดอืน ทีÉอุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส โดยประสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลยงัคงเดมิ 
 
 การทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายฟีนอลของแบคทีเรียตรึงในนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนั
ปาลม์ 
 จากการศกึษาผลของการกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอลความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 24 
ชั Éวโมง  พบว่าเซลล์ตรงึลดฟีนอลในนํÊาทิÊงโรงงานสกดันํÊามนัปาล์มได้ 64% ภายในเวลา 7 วนั  ในขณะทีÉ
เซลล์ตรงึทีÉไม่ผ่านการกระตุน้ดว้ยฟีนอลสามารถกําจดัฟีนอลไดเ้พยีง 35%  และจากการศกึษาผลของการ
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ปรบัตวัเซลล์ตรงึในนํÊาทิÊงทีÉผ่านการเจอืจางก่อนนําไปใช้  พบว่าเซลล์ตรงึหลงัการปรบัสภาพสามารถลด
ปรมิาณฟีนอลในนํÊาทิÊงทีÉไมไ่ดเ้จอืจางได ้54% ภายในเวลา 7 วนั  นอกจากนั Êนจากการยอ่ยสลายฟีนอลดว้ย
วธิรี่วมระหว่างการกระตุน้ และการปรบัตวัของเซลล์ตรงึ  พบว่าลดปรมิาณฟีนอลได ้72% ภายในเวลา 10 
วนั และสามารถนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้ํÊาในการบําบดันํÊาทิÊงไดอ้ย่างน้อย 10 ครั Êง ซึÉงมปีระสทิธภิาพในการ
ยอ่ยสลายฟีนอลไดป้ระมาณ 50–69% 
  
 ดงันั Êน ผลการศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่าการเตรยีมเซลลต์รงึบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํÊามนั EFB และ PF 
สามารถทาํไดโ้ดยการบ่มเซลลแ์บคทเีรยีรว่มกบัวสัดุ  โดยใหอ้ตัราการเขยา่ประมาณ 130 รอบต่อนาท ีเป็น
ระยะเวลา 6 และ 8 วนั ตามลําดบั  อยา่งไรกต็าม เซลลต์รงึทีÉเตรยีมไดค้วรนําไปผา่นการกระตุน้ดว้ยฟีนอล
ในอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว หรอืผ่านการปรบัตวัในนํÊาทิÊงทีÉเจอืจาง หรอืวธิรีว่มระหว่าง 2 วธิกีารดงักล่าว  เพืÉอ
ชกันําและรกัษาการผลติเอนไซมท์ีÉเกีÉยวขอ้งในการย่อยสลายฟีนอล  รวมทั Êงใหเ้ซลลป์รบัตวัมคีวามทนทาน
ต่อสารประกอบฟีนอล และอนุพันธ์ของฟีนอลในนํÊ าทิÊงโรงงานสกัดนํÊ ามันปาล์มก่อนนําไปใช้งาน  
นอกจากนั Êนยงัสามารถนําเซลลต์รงึกบัมาใชซ้ํÊาไดอ้ย่างน้อย 10 ครั Êง ซึÉงช่วยประหยดัเวลา และค่าใชจ้่ายใน
การเตรยีมหวัเชืÊอใหม ่
 
 7.2 ข้อเสนอแนะ 
 1) ควรศกึษาหรอืคดัเลอืกวสัดุชนิดอืÉนๆ มาใชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลล์เพิÉมเตมิ หรอืศกึษาการปรบัปรุง
สภาพพืÊนผวิของวสัดุเศษเหลอืปาล์มนํÊามนั เช่น สมบตัิในเชงิ hydrophobic interaction เพืÉอเพิÉม
ความสามารถในการเกาะตดิของเซลลแ์บคทเีรยีบนวสัดุ 
 2) จากการศกึษานีÊไดท้าํการทดลองในระบบกะ (batch system) เพืÉอศกึษาประสทิธภิาพการยอ่ย
สลายฟีนอลเบืÊองตน้  ดงันั ÊนควรมกีารศกึษาเพิÉมเตมิโดยระบบทีÉมคีวามต่อเนืÉอง (continuous system) เพืÉอ
ประโยชน์ในการนําไปใชจ้รงิในระบบบาํบดันํÊาเสยีของโรงงานสกดันํÊามนัปาลม์ 
 
 3) ควรศกึษาแนวทางการนําเซลลต์รงึไปประยุกต์ใชบ้ําบดันํÊาทิÊง เช่น เตรยีมเซลลต์รงึใส่ในภาชนะ 
ซึÉงทาํเป็นลกัษณะทุน่ลอยในบ่อนํÊาทิÊง หรอืพฒันาเป็นระบบถงัปฏกิรณ์ชวีภาพทีÉบรรจุเซลลต์รงึ เป็นตน้ 
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ภาคผนวก ก 
สตูร และวิธีการเตรียมอาหารเลีÊยงเชืÊอ 
 
อาหารเลีÊยงเชืÊอเหลว CFMM (Carbon free mineral salt medium) ประกอบดว้ยสารอาหารดงัต่อไปนีÊ 
(ต่อ 1 ลติรอาหารเหลว) ไดแ้ก่  
- แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)    3.0 กรมั  
- ไดโซเดยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)   2.2 กรมั  
- โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.8 กรมั  
 
นําอาหารเลีÊยงเชืÊอเหลวดงักล่าว ซึÉงมคี่า pH 7 นึÉงฆา่เชืÊอ (autoclave) ทีÉอุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 15 นาท ีและเตมิสารละลายความเขม้ขน้สงู (Stock solution)ของสารต่อไปนีÊอย่างละ 1 
มลิลลิติร ทีÉปราศจากเชืÊอโดยการกรองดว้ยชุดกรองสาํเรจ็รปู micro filter 
 
-  แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4·7H2O)  0.1 กรมัต่อมลิลลิติร 
-  เฟอรกิคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O)   0.05 กรมัต่อมลิลลิติร 
-  แคลเซยีมคลอไรดไ์ดไฮเดรต (CaCl2·2H2O)   0.05 กรมัต่อมลิลลิติร 
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วิธีวิเคราะห ์
 
 1. ศึกษาลกัษณะพืÊนผิววสัดตุรึง และเซลลต์รึง โดย Scanning electron microscopy 
การศกึษาลกัษะพืÊนผวิวสัดุเศษเหลอืปาล์มนํÊามนั ทําโดยนําชิÊนส่วนของวสัดุมาตดิบนแท่นวาง
ตวัอย่าง Stub) แลว้นําตวัอย่างไปฉาบทองดว้ยเครืÉอง Sputter coater และส่องดูดว้ยเครืÉอง SEM 
สาํหรบัการศกึษาลกัษณะเซลลต์รงึทั Êงก่อนและหลงัทดสอบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอล โดยดอง
รกัษาสภาพตวัอยา่งก่อนฉาบทองดว้ย 2.5% glutaraldehyde (C5H8O2) ในฟอสเฟตบฟัเฟอร ์หรอื 4% 
formaldehyde เป็นเวลา 1-2 ชั Éวโมง ลา้งดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร ์2-3 ครั Êง นําตวัอย่างมา Fix ครั ÊงทีÉ 2 
ดว้ย 1% OsO4 เป็นเวลา 2 ชั Éวโมงแลว้ลา้งดว้ยนํÊากลั Éน 2-3 ครั Êง ขจดันํÊาออกดว้ยเอทานอลเป็นเวลา 10 
นาท ี นําไปทําใหแ้หง้ดว้ยวธิ ีcritical point drying (การวเิคราะหใ์นขั ÊนตอนนีÊดําเนินการโดยศูนย์
เครืÉองมอืวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร)์ 
 
2. ศึกษาพืÊนทีÉผิวเส้นผา่ศนูยก์ลางเฉลีÉยของรพูรนุ และปริมาตรรพูรนุของวสัดโุดยเครืÉอง 
Surface area analyzer 
การศกึษาพืÊนทีÉผวิ เสน้ผ่าศูนยก์ลางเฉลีÉยของรูพรุน และปรมิาตรของรูพรุน ทําโดยนําชิÊนส่วน
ของวสัดุ 0.25 กรมั outgas ทีÉอุณหภมู ิ 150 0 C ในสญูญากาศ เป็นเวลา 3 ชั Éวโมง เพืÉอเอาความชืÊนหรอื
สารปนเปืÊอนทีÉอาจดูดซบัอยู่บนผวิวสัดุออก หลงัจากนั Êนนําตวัอย่างวางในหลอดตวัอย่างทีÉเชืÉอมต่อกบั
เครืÉองวเิคราะห ์ซึÉงตวัอยา่งดดูซบั N2 ทีÉ 77 K ดว้ยเครืÉอง BelsorpII mini (BEL Japan, Inc., Osaka, 
Japan) ทั ÊงนีÊพืÊนทีÉผวิ BET (specific surface area) คาํนวณตามวธิ ีBrunauer–Emmett–Teller (BET) 
และ Langmuir plot methods และการกระจายตวัของรพูรุน (pore size distribution) คาํนวณตามวธิ ี
Barrer–Joyner–Halenda (BJH) (การวเิคราะหใ์นขั ÊนตอนนีÊดาํเนินการวทิยาลยัปิโตรเลยีม และปิโตรเคม ี
จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั) 
 
3. ตวัอย่างการคาํนวณค่าคงทีÉอตัราการย่อยสลายฟีนอล (phenol degradation rate 
constant: k
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รปูทีÉ ข.1 ค่าคงทีÉอตัราการยอ่ยฟีนอลของเซลลต์รงึบน EFB ทีÉความเขม้ขน้ฟีนอล 5,000 มลิลกิรมัต่อ
ลติร 
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Slope =  -k 
